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"Determinação, coragem e autoconfiança são fatores decisivos para o sucesso. 
Não importam quais sejam os obstáculos e as dificuldades. Se estamos possuídos 
de uma inabalável determinação, conseguiremos superá-los. 
Independentemente das circunstâncias, devemos ser sempre humildes, 
recatados e despidos de orgulho.” 
 
Dalai Lama 
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RESUMO 
Foi no Labeto, Laboratório de Análises Bioquímicas, S.A. (Grupo Beatriz Godinho) 
que desenvolvi e consolidei os meus conhecimentos ao nível das análises clínicas.  
Selecionei as áreas de Hematologia e Autoimunidade para uma descrição mais 
profunda e pormenorizada onde explico as metodologias utilizadas no laboratório e os 
critérios utilizados na interpretação e validação dos resultados analíticos. Descrevo ainda de 
uma forma sucinta, o processo de controlo de qualidade que permite ao Laboratório 
garantir a qualidade dos resultados fornecidos aos utentes. 
Os procedimentos laboratoriais consistem fundamentalmente, na identificação, 
deteção e quantificação de: substâncias químicas, células sanguíneas, microrganismos, 
anticorpos, entre outros elementos biológicos, encontrados em amostras de produtos 
orgânicos.  
A partir de uma amostra biológica, no laboratório, podemos obter informações 
valiosas para o prognóstico, diagnóstico e monitorização terapêutica do utente, que são 
decisivas na prevenção e acompanhamento das mais variadas patologias. 
 
ABSTRACT 
Labeto, Laboratory of Biochemical Analysis, S.A. was the falicity where I developed 
and consolidated my knowledge in the area of clinical analysis. The topics of Hematology and 
Autoimmunity were selected for a more thorough and detailed description. In this work, we 
highlighted the methodologies used in the laboratory, as well as the criteria applied in the 
interpretation and validation of analytical results. Briefly, we also describe the process of 
quality control that allows the lab to ensure the reliability of the results obtained and 
delivered to users. 
The procedures consist essentially in identifying, detecting and quantifying chemical 
substances, blood cells, microorganisms, antibodies and other biological elements, performed 
on samples of organic products.  
We concluded that from a clinical sample worked on in the laboratory, we can gain 
valuable insight that facilitates the prognosis, diagnosis and monitoring of therapy. This 
information is crucial in the prevention of disease and monitoring of several pathologies. 
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CAPITULO I: INTRODUÇÃO 
Este estágio surgiu no âmbito do Mestrado em Análises Clínicas e teve como principal 
objetivo a aplicação prática dos conhecimentos adquiridos na formação curricular em 
diversas valências que constituem um laboratório. 
O estágio decorreu no Laboratório Labeto – Centro de Análises Bioquímicas, S.A., 
pertencente ao Grupo Beatriz Godinho, com sede em Leiria, no qual exerço atividade 
profissional com a categoria de Técnica Superior, desde 2002. 
O Labeto privilegia a polivalência dos seus profissionais, pelo que, enquanto Técnica 
Superior de Laboratório, tenho a oportunidade de desenvolver a minha atividade em todos 
os setores do laboratório, situação que se verificou também durante o estágio. 
Com o conhecimento de todas as valências do laboratório, optei por elaborar o 
relatório de estágio nas áreas de Hematologia e Autoimunidade, áreas pelas quais me sinto 
atraída e, desta forma, posso aprofundar os temas que vou discutir. 
A Hematologia é a área que coloca a descoberto o mundo das células sanguíneas 
prontas a serem observadas e analisadas. As inúmeras informações que se podem retirar de 
um hemograma, através da interpretação dos seus resultados, faz da hematologia um campo 
de trabalho extremamente interessante. 
 No setor da Autoimunidade, utilizam-se técnicas manuais e automatizadas para a 
pesquisa e doseamento de autoanticorpos e anticorpos em serologia. A avaliação dos 
resultados obtidos é efetuada tendo em conta o histórico do doente, a sua condição 
fisiológica e a função de cada anticorpo no organismo; uma pequena mas clara demonstração 
da complexidade do sistema imunitário. 
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CAPITULO II: CARATERIZAÇÃO DO LABORATÓRIO DE ESTÁGIO 
O grupo de Laboratórios Beatriz Godinho nasceu na localidade dos Pousos, em 1974, 
com a criação do Labeto- Centro de Análises Bioquímicas, S.A. Com o crescimento da 
atividade baseado na confiança dos utentes, adquiriu novas instalações em 1981, na cidade de 
Leiria. 
Numa política de desenvolvimento sustentado e de aproveitamento de sinergias, o 
grupo adquiriu outros laboratórios que funcionam sob a égide Beatriz Godinho. Com o 
mesmo objetivo, foram criadas as empresas Polidiagnóstico, Polidiagnóstico Empresas e 
Laboratório Tomaz. Também faz parte do grupo uma rede de farmácias e a Clínica Luís 
Lourenço. 
Com uma abrangência geográfica significativa no centro do país, o Laboratório Beatriz 
Godinho é composto por mais de 120 unidades de colheita. Com um fluxo diário de cerca 
de 1300 utentes, possui uma equipa de colaboradores altamente qualificada, e está equipado 
com aparelhos munidos de modernas tecnologias ao nível das análises clínicas. Também 
dispõem de excelentes programas informáticos, que se tem revelado preciosas ferramentas 
de trabalho, indispensáveis para um desempenho com qualidade. 
O Labeto possui desde 2003, a dupla certificação do Sistema de Gestão da Qualidade, 
concedida pela APCER. 
Em termos analíticos, a fiabilidade dos resultados é suportada pelo uso sistemático de 
controlos internos e externos, comprovada pelo bom desempenho obtido nos programas de 
avaliação externa da qualidade.  
A Diretora Técnica - Dra. Beatriz Olinda de Oliveira Santos Godinho Tomaz e a Dra. 
Maria Beatriz Tomaz - Especialistas em Análises Clínicas, assumem a responsabilidade 
máxima pelo laboratório. Juntamente com a Dra. Isabel Bento destacam-se com funções de 
validação biopatológica e cooperação extrema, em todas as situações dúbias que possam 
ocorrer. Também fazem parte da equipa de trabalho outros Especialistas em Análises 
Clínicas, Técnicos Superiores de Laboratório, Técnicos de Análises Clínicas, Enfermeiros, 
Administrativos e Auxiliares. 
As amostras que chegam ao laboratório são, na sua maioria, efetuadas nos postos de 
colheitas, onde são recebidos os utentes e registados os pedidos de análises no sistema 
informático. A cada paciente é atribuído um número de processo e um número de utente. 
Estes números são utilizados para gerar um código de barras, único para cada setor. No 
laboratório, as amostras já identificadas são distribuídas pelo setor adequado. 
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No Labeto, as valências do laboratório estão divididas nos setores de: “Bioquímica 
Clínica”, “Bioquímica Manual”, “Bioquímica de Urinária”, Autoimunidade, 
Imunologia/Endocrinologia, Coagulação, Hematologia, Biologia Molecular e Bacteriologia/ 
Microbiologia. Cada um destes setores tem um responsável especialista em análises clínicas. 
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CAPITULO III: AUTOIMUNIDADE 
No setor da autoimunidade faz-se o estudo serológico de doenças autoimunes e de 
algumas doenças infeciosas. Aqui executei, manualmente e em diferentes aparelhos, as 
técnicas utilizadas na pesquisa e doseamento de autoanticorpos (AAcs) e anticorpos (Acs) 
efetuados em amostras de soro de doentes. Os resultados obtidos são importantes para o 
prognóstico e diagnóstico serológico e, em alguns casos, para o seguimento da doença 
autoimune (DAI). A avaliação destes resultados é efetuada de acordo com o histórico do 
doente e com o doseamento de outros parâmetros, quer hematológicos quer bioquímicos. 
Nesta secção são processadas análises como os Acs ANA, ANCA, AMA, ASMA, anti-
dsDNA, FTA-ABS, Chlamydia trachomatis, entre outras.  
Neste capítulo vou-me debruçar nos testes laboratoriais executados pelas técnicas de 
Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Imunofluorescência Indireta (IFI) e 
Immunoblotting, relacionados com diagnóstico das DAI. Apresento também alguns casos 
clínicos que surgiram durante o estágio e que tive a oportunidade de analisar. 
 
3.1 DOENÇAS AUTOIMUNES 
O sistema imunitário (SI) é semelhante a uma “força de defesa”, a sua função é 
proteger o organismo de “invasores externos”, como por exemplo vírus, bactérias ou 
parasitas. No entanto, podem “existir invasores internos” estimuladores do sistema 
imunitário ou células cancerígenas, que conseguem fugir ao sistema de vigilância comum. Se 
o SI não for capaz de distinguir devidamente os “invasores internos”, o individuo pode 
desenvolver uma DAI ou um cancro. (1) 
Se o SI deixar de funcionar normalmente, os invasores internos atacarão os órgãos do 
individuo e podem ocorrer dois tipos de doenças DAIs:  
 Um tipo ocorre devido a uma disfunção predominante da unidade celular 
(célula T). Neste caso, as células T atacam os tecidos do próprio, que acabam por ser 
destruídos.  
 O outro tipo é originado por alterações específicas do sistema de células B e 
pela produção de AAcs. Os linfócitos B não reconhecem os tecidos do próprio e 
produzem Ac(s) dirigidos contra o próprio organismo. (1) 
A classificação das DAIs, mediadas por células T e B, é essencial para a etiologia e 
diagnóstico da patologia. A solicitação adequada de análises laboratoriais é imprescindível 
porque cada doença tem o seu perfil específico de AAcs. Em alguns casos, a presença de 
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determinado(s) AAc(s) pode representar uma especificidade de aproximadamente 100% para 
o diagnóstico. Infelizmente, noutros casos, esta especificidade pode ser bastante reduzida, no 
entanto, a deteção de AAcs é uma ferramenta de diagnóstico muito útil. (1) 
A classificação das DAIs pode ser feita de acordo com o mecanismo que está na 
origem das lesões e em função do órgão (específicas de órgão) ou órgãos lesados 
(sistémica).  
Na DAI Específica de Órgão, os Acs produzidos têm afinidade para um antigénio (Ag) 
alvo que só existe em determinados tipos de células, tecidos ou órgãos e cuja destruição 
lenta ou disfunção é induzida pela ligação Ag-Ac. As DAI Sistémicas ocorrem quando os Acs 
produzidos têm afinidade para um Ag comum a muitas células. Todas as células portadoras 
desse Ag vão ser afetadas devido á acumulação de complexos Ag-Ac o que provoca o 
desenvolvimento de reações inflamatórias e danos nos tecidos. (1) 
 A presença de AAcs por si só, não é sinónima de DAI. Estes devem estar associados a 
um quadro clínico compatível e devem ser feitos estudos subsequentes assim como a sua 
monitorização. De salientar que alguns AAcs, quando presentes, podem ser preditivos de 
certas patologias. (1) 
 As causas das DAIs são multifatoriais, como a predisposição genética, fatores 
imunológicos, hormonais e ambientais, alguns dos quais influenciam a exacerbação ou 
remissão da doença. (1) 
 
3.2 AMOSTRAS NA SEROLOGIA AUTOIMUNE 
O soro a analisar deve ser processado no próprio dia, contudo, quando tal não é 
possível, as amostras podem ser conservadas por um período máximo de uma semana, entre 
os 2ºC e os 8ºC. Para se armazenarem durante mais tempo, as amostras devem ser 
acondicionadas a -20ºC. Neste caso, é recomendada a adição de azida de sódio para 
estabilizar a atividade dos Acs, que eventualmente estejam presentes na amostra. Os ciclos 
de congelação e descongelação devem ser evitados, uma vez que diminuem a atividade dos 
Acs. (2) 
 
3.3 IMUNOENSAIOS NO DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO DAS DOENÇAS 
AUTOIMUNES 
A especificidade da interação entre Ag e Ac leva ao desenvolvimento de vários ensaios 
imunológicos, que podem ser usados na deteção de ambos. 
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Atualmente, encontra-se disponível no mercado uma grande variedade de 
imunoensaios baseados em diferentes princípios e cujas técnicas variam desde reações 
cruzadas, precipitação, aglutinação, imunoensaios radioativos (RIA), enzimáticos (ELISA ou 
EIA), immunoblotting (Western Blotting), imunoprecipitação, imunofluorescência, entre outros. 
(3) 
Neste ponto serão discutidos os imunoensaios executados no Labeto para o 
diagnóstico/monitorização de DAIs. 
 
3.3.1 IMUNOENSAIO ENZIMÁTICO  
  ELISA - Enzime-Linked Immunosorbent Assay  
Existem inúmeras variantes do ensaio imunoadsorvente ligado à enzima (ELISA). A 
técnica de ELISA pode ser indireta, em sanduíche, competitiva ou por quimiluminescência. 
Esta técnica pode ser utilizada para detetar ou quantificar a presença de Acs ou de Ags. Para 
a quantificação o método usa uma curva-padrão com base em concentrações conhecidas de 
Acs ou Ags e, a partir desta, é determinada a concentração destes elementos na amostra. (3) 
Na técnica de ELISA indireto, a amostra é adicionada ao poço da microplaca revestido 
com o Ag, fase sólida, e é deixado a reagir. Após a lavagem, que retira o Ac livre, a presença 
do Ac ligado ao Ag é detetada pela adição de um Ac secundário anti-isotipo conjugado à 
enzima (peroxidase-labelled anti-human antibodies - POD) que se liga ao Ac primário. Numa 
segunda lavagem, remove-se o anticorpo secundário livre e adiciona-se um substrato 
cromogéneo que se liga á enzima e promove uma reção colorimétrica. A intensidade da cor 
é proporcional à concentração de anticorpos na amostra de soro. O produto de reação 
colorido é medido por espectrofotometria (Figura 1). (3)  
  
Figura 1: Esquema da reação, que ocorre em cada poço da tira da microplaca, na técnica de ELISA indireto. 
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 No Labeto, as análises processadas recorrendo á técnica de ELISA, são automatizadas 
e executadas no aparelho Analyser I-2P. 
 
3.3.2 IMUNOFLUORESCÊNCIA 
Os anticorpos podem ser marcados com moléculas com propriedades fluorescentes. 
As moléculas fluorescentes absorvem a luz de um determinado comprimento de onda e 
emitem-na em outro. Se a molécula de Ac estiver marcada com o corante fluorescente 
(fluorocromo), os imunocomplexos Ag-Ac podem ser detetados com um microscópio de 
fluorescência (equipado com uma luz UV) pela emissão de uma luz colorida, quando 
excitados por uma luz com o comprimento de onda apropriado. Na técnica de 
imunofluorescência as substâncias fluorescentes mais usadas são a fluoresceína e a rodamina, 
e com menos frequência, a ficoeritrina. No laboratório é usada a fluoresceína que absorve a 
luz azul (490 nm) e emite uma luz fluorescente amarela-verde (517 nm). (3) 
Para a determinação de AAcs ou Acs são usadas, como substratos de Ag, células, 
seções de tecidos ou substâncias caracterizadas bioquimicamente. (4) 
No método de imunofluorescência indireta, se a amostra for positiva, o Ac específico 
presente numa amostra de soro diluído reage com o Ag fixado numa fase sólida. Numa 
segunda fase, o complexo Ag-Ac é corado com um conjugado de fluorescein-labelled anti-
human antibodies (FITC) e visualizada a sua fluorescência ao microscópio (Figura 2). As 
amostras positivas podem ser tituladas em vários passos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Técnica de IFI. a) Esquema da reação que ocorre na IFI; b) Exemplo de uma lâmina, usada em IFI, 
com os diferentes tipos de substrato em mosaico; c) Padrões de fluorescência em  tecidos, células e dots 
visualizados no microscópio de fluorescência. 
       
                    a)                                 b)                 c)  
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 O procedimento para executar as técnicas de IFI pode ser feito   manualmente ou 
em aparelhos automáticos. No Labeto, quando é processado um grande número de 
amostras, utiliza-se o analisador Mago Plus. 
 
3.3.3 IMMUNOBLOT 
          EUROLINE: Técnica de Identificação de um Extenso Perfil de Anticorpos 
Nesta técnica, as tiras de membrana fixadas numa folha sintética, são revestidas com 
finas linhas paralelas de vários antigénios purificados. Estes são geralmente obtidos por 
cromatografia de afinidade e são utilizados em fase sólida. Se a amostra for positiva, os Acs 
específicos, presentes no soro diluído, ligam-se aos Ags acoplados à fase sólida. De seguida é 
adicionado o conjugado que tem Acs humanos marcados com fosfatase alcalina (alkaline 
phosphatase-labelled anti-human antibodies- AP). Nesta segunda incubação, os anticorpos 
ligados reagem com um segundo Ac. Num terceiro passo, os Acs ligados são corados com 
uma solução cromogénica que é capaz de promover uma reação colorimétrica, aparecendo 
uma intensa faixa escura na linha do respetivo Ag. De acordo com o espectro de Ags 
utilizados, é possível analisar vários Acs simultaneamente, sob condições idênticas (Figura 3). 
(4) 
No Labeto, o protocolo para executar testes pela técnica de Imunoblot é processado 
no analisador Autolipa. Pode-se optar por um procedimento semiautomático ou automático, 
dependendo do número de amostras a analisar. 
A avaliação quantitativa das tiras de teste Euroline é feita no programa EUROLineScan 
da Euroimmun. O EUROLineScan reconhece a posição das tiras, identifica as bandas e mede 
a sua intensidade (Figura 3). (4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Tecnica de Imunoblot. a) Esquema da reação que ocorre no Imunoblot; b) Exemplos de tiras de testes 
Euroline depois de encobadas com a mostra; c) Avaliação das tiras no programa EuroLineScan da Euroimmun. 
 
 
a)     b)                          c) 
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3.4 TESTES NO DIAGNÓSTICO DE DOENÇAS AUTOIMUNES SISTÉMICAS E 
ESPECIFICAS DE ÓRGÃOS 
 A colaboração entre a clínica e o laboratório é importante para se chegar rapidamente 
ao diagnóstico correto. Envolve uma avaliação clínica do paciente em conjunto com testes 
específicos para o diagnóstico. 
 Os testes de rotina incluem o Hemograma, Velocidade de Sedimentação (VS), Proteína 
-C-Reativa (PCR), Eletroforese das Proteínas Séricas e as Frações dos Complementos C3 e 
C4. A maioria dos doentes com DAI produz um perfil característico de AAcs que pode 
ajudar o médico a estabelecer um diagnóstico e prognóstico correto, facilitando o 
tratamento e monitorização do doente (Tabela I). (1) 
 
Tabela I: Doenças autoimunes cuja deteção dos autoanticorpos é feita no Labeto. 
Doença Autoimune Sistémica Autoanticorpos 
 
Lúpus Eritematoso Sistémico (LES) 
ANA, dsDNA, Nucleossomas, Histonas, 
Sm, U1-RNP, SS-A (Ro, 60kDa), SS-B (La), 
Ribossomal P Protein, Ku, Ciclin I 
(PCNA), NuMA 
Lúpus Eritematoso Medicamentoso ANA, Histonas 
Síndroma de Sjögren ANA, SS-A (Ro, 60kDa), SS-B (La) 
Doença Mista do Tecido Conjuntivo 
(DMTC) (Sharp´s Syndrome) 
ANA, U1-RNP 
 
Poliomiosite/Dermatomiosite 
ANA, PM-Scl, U1-RNP, Jo-1, Ku, 
Fibrilharina (U3-RNP), PL-7, PL-12, Mi-2 
Esclerodermia Sistémica Progressiva (F. 
Difusa) 
ANA, PM-Scl, Scl70, Fibrilharina (U3-
RNP), RNA Polimerase I, NOR90, 7-2-
RNP (To) 
Artrite Reumatoide CCP, FR 
 
Doenças Autoimunes Hepáticas Autoanticorpos 
Cirrose Biliar Primária (CBP) 
ANA, Sp100, PML, gp210, AMA, AMA M2-
3E (BPO) 
Hepatite Autoimune Tipo I ANA, ASMA, F-actina, LSA/LP  
Hepatite Autoimune Tipo II LKM 1 (CY450 IID6), LC1,  
Colangite Esclerosante Primária (CSP) pANCA (atípico) 
          
Doenças Autoimunes do 
Estomago 
Autoanticorpos 
Gastrite Autoimune/ Anemia Perniciosa Células Parietais (APCA), Fator Intrínseco 
(FI) 
          Continua 
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Continuação 
Doenças Autoimunes do Intestino Autoanticorpos 
Doença Celíaca Transglutaminase (tTG) (IgG/IgA), 
Endomisium (IgG/IgA), Gliadina (IgG/IgA),  
Colite Ulcerosa p-ANCA, Lactoferrina 
         
Vasculites Autoanticorpos 
Granulomatose de Wegener cANCA tipo Antiproteinase 3 (PR3) 
 
Síndrome de Churg-Strauss 
cANCA tipo Antiproteinase 3 (PR3), 
pANCA tipo Mieloperoxidase 3 (MPO), 
Elastase, Catepsina G, Lactoferrina e BPI 
Poliangeite Microscópica 
pANCA tipo Mieloperoxidase 3 (MPO), 
Elastase, Catepsina G, Lactoferrina 
 
 De seguida vão ser referidos alguns testes, executados no Labeto, uteis no diagnóstico 
das DAIs. Em alguns casos serão apresentados casos clínicos que acompanhei durante a 
realização no meu estágio. 
  
3.4.1 DOENÇAS AUTOIMUNES SISTÉMICAS: TESTES 
3.4.1.1 ANTICORPOS ANTI NUCLEARES  
A pesquisa de Anticorpos Antinucleares (ANA) deve ser feita quando há suspeita de 
DAIs, e é imprescindível que os resultados obtidos sejam sempre interpretados no contexto 
dos dados clínicos do doente. O ANA têm interesse no auxílio ao diagnóstico de DAIs 
como Lúpus Eritematoso Sistémico (LES), na Doença Mista do Tecido Conjuntivo (DMTC), 
Artrite Reumatoide (AR), Esclerose Sistémica Progressiva, Poliomiosites /Dermatomiosites, 
Síndrome de Shögren e outras como a Cirrose Biliar Prímária (CBP) e a Hepatite 
Autoimune. 
 
 ANA - IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA  
A técnica de IFI em substrato de células HEp2 (Human Epithelioma Pharynx nº2) é 
excelente para o rastreio dos Acs dirigidos contra os Ags do núcleo e citoplasma das células, 
pelo que é considerado o método de referência. Permite detetar ao mesmo tempo um 
grande número de AAcs com a vantagem se ser fácil de executar. É uma técnica bastante 
sensível que contrasta com uma baixa especificidade: apenas alguns padrões são específicos 
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de alguns antigénios e muitas especificidades diferentes dão origem a padrões semelhantes. 
(2) 
Os AAcs pesquisados por IFI, em substrato HEp-2, estão associados a determinados 
padrões de imunofluorescência, que embora meramente indicativos, podem, tanto o título 
(mais sugestivo quanto mais elevado) como o padrão, ser muito informativos por serem 
característicos de determinado(s) Ac(s). O componente celular no qual se localiza o Ag é 
que determina o padrão visual que se observa na fluorescência. Já estão descritos mais de 30 
padrões de imunofluorescência sendo alguns deles muito raros. Na Figura 4 estão 
representados alguns dos padrões de imunofluorescência mais frequentes em células HEp2. 
(2) 
 
Figura 4: Padrões de fluorescência em células HEp2. 
 
Quando, ao laboratório é pedida a análise ANA, o secreening é feito pela técnica IFI. A 
determinação dos Acs é feita qualitativa e quantitativamente. São utilizadas lâminas com um 
substrato combinado de HEp2/Fígado de primata com o qual a amostra diluída é incubada.  
As amostras são testadas com uma diluição de 1/160. No caso da fluorescência da 
amostra ser sugestiva de um título ≥ a 1/640 são feitas diluições para aferir a intensidade da 
fluorescência. Os resultados são dados como negativos ou positivos com título de 1/160, 
1/320, 1/640 ou >1/640. Quando a amostra é positiva é reportado o padrão de fluorescência 
que pode ou não ser confirmado por métodos com maior especificidade (ELISA ou 
Imunoblot).  
Títulos positivos, ainda que baixos, podem ser detetados em idosos, grávidas, doentes 
com infeções crónicas, neoplasias e em muitas outras patologias. (1)  
 
 ANA - SCREENING POR ELISA 
 O teste ANA por ELISA permite fazer uma determinação qualitativa da presença dos 
AAcs da classe IgG no soro do doente, contra uma pool de vários Ags do núcleo e 
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citoplasma das células. No Labeto, o kit usado para fazer o screen dos ANA por ELISA 
permite determinar 11 Ags alvo diferentes: 
 Sm - é uma partícula complexa e consiste em diferentes proteínas especificas (B, 
B`, D, E F e G) associadas ao RNA; 
 nRNP/Sm – nRNP - o Ag alvo são 3 polipeptídeos ligados ao U1-RNA (U1-RNA, 
U1-RNA-A e U1-RNA-C); 
 SS-A (Ro) - o Ags alvo são proteínas ligantes Y1-5RNA (52kDa, 60kDa); 
 Ro-52 - Ag alvo é apenas a ribonucleoproteína de 52kDa;  
 SS-B - fosfoproteína com peso molecular de 48kDa; 
 Scl-70 - é uma enzima DNA Topoisomerase I; 
 Jo-1- histidil-tRNA sintetase; 
 PCNA-Proliferanting Cells Nuclear Antigen- proteína de 36kD auxiliar da DNA 
polimerase;  
 PM-Scl - complexo de 11 péptidos nucleolares, sendo os dois principais os PM-
Scl75 e PM-Scl100;  
 Proteína P Ribossomal - Ags alvo são 3 fosfoproteínas da subunidade ribossomal 
60S (P0 (38kDa), P1 (19kD), e P2 (17kDa)); 
 Centrómero- Ags alvo são 4 proteínas do centrómero (CENP-B (80kDa), CENP-
A (17kDa), CENP-C (140kDa) e CENP-D (50kDa)).  
 
  ANA – IMUNOBLOT 
 No caso do resultado do ANA screen ser positivo, faz-se a determinação quantitativa 
individual do(s) AAc(s) presentes na amostra de soro do doente utilizando a técnica 
Imunoblot. O kit usado é o “Euroline ANA Prolile 3” da Euroimmun. Este kit permite fazer a 
identificação de AAcs humanos, da classe IgG, contra 14 Ags diferentes (Figura 5). 
 
 
 
 
    Figura 5: Tira “Euroline ANA Profile 3” revestida com 14 Ags. 
 
 Sabendo o padrão de imunofluorescência, os AAcs presentes no soro do doente, o 
resultado dos testes hematológicos e bioquímicos e conhecendo o quadro clinico do 
paciente, o médico consegue orientar o diagnóstico do individuo.  
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 Em anexo, encontra-se uma descrição sintética de alguns padrões de fluorescência 
correspondentes aos diferentes AAcs do núcleo e do citoplasma, e respetivas associações 
clínicas. 
 
3.4.1.2 ANTICORPOS ANTI-DSDNA  
 LÚPUS SISTÉMICO ERITEMATOSO 
 O Lúpus Sistémico Eritematoso (LES) é uma DAI sistémica em que podem ser afetados 
vários órgãos, como por exemplo, pele, articulações, rins e tecido sanguíneo. É uma doença 
predominante em mulheres jovens, com um pico de incidência entres o 15 e os 40 anos. A 
etiologia é desconhecida, no entanto, na base da doença está uma desregulação imunológica 
que pode ter como causa fatores genéticos, hormonais e ambientais. (1, 5)  
 O termo anticorpo anti-dsDNA refere-se, habitualmente, aos Acs que se ligam 
especificamente ao DNA de dupla cadeia (dsDNA). São muito específicos para o LES e fazem 
parte dos critérios de diagnóstico para o Lúpus segundo a classificação do American College of 
Rheumatology. Cerca de 85% dos indivíduos saudáveis em que estes Acs foram detetados, 
desenvolveram LES nos 5 anos seguintes. (1) 
 Durante a doença, imunocomplexos de dsDNA e AAcs correspondentes, depositam-
se nos capilares subcutâneos, rins, pulmões e outros órgãos, causando lesão. Existem 
evidências que o primeiro Ag alvo, com relevância patológica, a ser atingido é o complexo 
DNA/Nucleossomas. (6, 7) 
 A determinação e doseamento dos Acs humanos da classe IgG contra o dsDNA, no 
Labeto, são feitos recorrendo á técnica de ELISA. A quantificação dos anti-dsDNA é 
importante tanto para o prognóstico do LES, como para o controlo da atividade da doença. 
(8) 
 
CASO CLÍNICOS DE LÚPUS          
LUPUS SISTÉMICO ERITEMATOSO (LES) 
 Homem de 22 anos fez análises no laboratório, (Tabela II; Resultados 1), passados 6 
meses repetiu algumas das análises (Tabela II; Resultados 2), a informação clínica do 
processo refere que toma medicamento para o Lúpus.  
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Tabela II: Resultados das análises clinicas a um doente com LES apurados intervalo de seis meses. 
Análise Resultado 1 Resultado 2 Valor Ref. 
 
 
ANA - Anticorpos 
Antinucleares e Anti 
Citoplasmáticos 
 
 
 
 
Positivo:  
Titulação:1/640 
Núcleo - Homogéneo 
Nucléolos -Negativos 
Mitoses - Positivas  
Citoplasma: Negativo 
 
 
 
------------ 
<1/160 
Anticorpo Anti-dsDNA  2850  792,2  <100,0 UI/mL 
Fração C4 
Complemento  
7 10 10 - 40 mg/dL 
Fração C3 
Complemento  
67 69  90 - 180 mg/dL 
VS  79   59    0 - 25 mm 
Gamaglobulina 
(Proteinograma) 
25,1 %  ------------ 11,1 - 18,8 % 
Proteina C-reativa (PCR)  4,26 1,98 <0,30 mg/dL 
Creatinina 0,72 0,77 <1,30 mg/dL 
Depuração da creatinina 194 150 75 - 125 mL/min 
Proteinuria 624 640 <149 mg/24h 
Urina tipo II 
Proteína 1+; Raros 
cilindros hialinos 
------------  
 
 Os resultados dos testes realizados são compatíveis com o diagnóstico de LES. 
A presença de ANA com o padrão de fluorescência nuclear homogéneo e com 
mitoses positivas, em células HEp2, é um padrão marcador do LES. (1) 
Os Acs anti-dsDNA, muito específicos para o LES, apresentam um valor muito 
elevado, é evidente uma diminuição dos primeiros para os segundos resultados. O título 
destes Acs está correlacionado com a atividade clínica da doença e com a presença de 
Nefrite Lúpica. (2) 
Para além dos Acs anti-dsDNA, outros testes laboratoriais como a VS, Proteína C 
Reativa (PCR) e Fatores de Complemento podem ser utilizados para avaliar a atividade da 
doença. A elevação do valor da VS é devida á presença de doença reumática que provoca o 
aumento da concentração plasmática das proteínas implicadas na inflamação. A PCR é uma 
proteína de fase aguda inespecífica e a sua presença indica a existência de uma reação 
inflamatória aguda. (14) 
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 O valor dos Complementos C3 e C4 estão baixos, devido, muito provavelmente, á 
ativação do sistema complemento provocada pela inflamação. São marcadores uteis na 
avaliação da atividade da doença. (3) 
Também é frequente ocorrer hipergamaglobulinémia nas DAIs. No LES estes valores 
podem estar normais ou muito elevados dependendo da fase da doença. (5) 
O envolvimento renal é frequente em doentes com LES, pelo que mais de 70% dos 
doentes desenvolvem doença renal, classificada pela World Health Organisation de Nefrite 
Lúpica. (9)  
Este doente apresenta parâmetros laboratoriais indicativos de doença renal: 
proteinograma com valores nas diferentes frações característicos de Síndrome Nefrótico; 
Depuração da Creatinina e Proteinuria com resultados elevados; a análise Tipo II revela a 
presença de proteína e cilindros hialinos na urina.  
 
LÚPUS INDUZIDO POR FÁRMACOS 
 Mulher de 46 anos fez análises no laboratório, refere estar a tomar medicamentos para 
a tiroide e Plaquinol (medicamento para o tratamento do Lúpus).  
 Entre as análises prescritas pelo clínico estão o ANA, os Acs. anti-dsDNA, anti-
SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP e anti-Sm (Tabela III). 
 
Tabela III: Resultados das análises prescritas pelo clínico.  
Análise Resultado Valor Referência 
 
 
 
ANA – Ac-Anti -
Nucleares e 
Citoplasmáticos  
 
 
Positivo: 
Titulação:1/640 
Núcleo -Fino granular denso 
Nucléolos -Negativos 
Mitoses - Positivas 
Citoplasma: Granular 1+ 
 
 
 
<1/160 
Anticorpo Anti-dsDNA 138,1 <100,0 UI/mL 
Acs Anti-SSA Positivo  
Acs  Anti-SSB/La Negativo  
Acs  Anti-RNP Negativo  
Acs  Anti-Sm Negativo  
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 Em relação ao resultado do ANA é de salientar: o título da fluorescência (1/640) que é 
tanto mais sugestivo de DAI quanto mais elevado; as mitoses positivas remetem-nos para a 
existência de Acs anti-dsDNA justificados pelo valor de 138,1 UI/mL dos Acs anti-dsDNA, 
detetados por ELISA. 
 A deteção dos Acs anti-SS-A/Ro, anti-SSB/La, anti-RNP e Anti-Sm foi feita com o teste 
ANA Profile 3, pela técnica Imunoblot (Figura 6). 
 
  
 
 
 
 
 
    Figura 6: Resultado da tira de “Ana Profile 3” incubada com a amostra de soro do doente. 
 
 O resultado do teste revela a presença no soro de AAcs contra os Ag SSA/Ro-60 e 
Ro-52 os quais estão associados a várias doenças autoimunes como Síndrome de Sjögren, 
LES, Lúpus Neonatal e outras. A deteção de Ac. anti-Histonas orienta-nos para um Lúpus 
Induzido por Fármacos, cuja prevalência, nesta patologia, é de >95%. No entanto, é de 
referir que DAIs como LES, Artrite Reumatoide (AR) também podem ter Ac. anti-Histonas 
mas com uma menor prevalência. (5)  
 A mulher, em causa neste caso clínico, referiu estar a tomar medicamentos para a 
tiroide e alguns fármacos antitiroideanos pertencem ao grupo de medicamentos prováveis 
indutores de Lúpus. (10) 
 Aquando do contacto com o clínico este confirmou trata-se de Lúpus Induzido por 
Fármacos, uma vez que já havia descartado a possibilidade de outras DAIs pela realização de 
testes complementares.  
 O Lúpus Induzido por Fármacos é descrito como tendo um desenvolvimento dos 
sintomas semelhantes ao LES, mas está relacionado com a exposição a drogas ao longo do 
tempo. A resolução do quadro clínico ocorre com a suspensão do medicamento 
desencadeante. O mecanismo considerado, de uma forma geral, para a indução de DAI 
mediada por fármacos, é a ativação inapropriada do SI. (10) 
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3.4.1.3  ANTICORPOS ANTI-PEPTÍDEO CITRULINADO CÍCLICO 
ARTRITE REUMATOIDE 
 A Artrite Reumatoide (AR) é umas das DAIs mais comuns. Pode ocorrer em qualquer 
idade incidindo com maior frequência entre os 25 e 45 anos e depois dos 60. É caracterizada 
pela inflamação crónica da membrana sinovial que se propaga simetricamente das pequenas 
para as grandes articulações. 
 Os sintomas iniciais incluem inchaço doloroso das articulações dos dedos e rigidez 
matinal. Se a AR não for tratada, com o passar do tempo, há uma destruição progressiva das 
articulações devido á erosão das cartilagens e do osso, o que provoca deficiência e 
incapacidade do individuo. Com a evolução da doença outros órgãos como coração, 
plumões e olhos podem sofrer danos severos. (9) 
 Um diagnóstico precoce e o começo imediato de terapia adequada é necessário para 
manter a doença sobre controlo e evitar lesões mais graves que ocorrem com o passar do 
tempo. O diagnóstico laboratorial pode ajudar a identificar casos de AR e a avaliar a 
atividade da doença. Para além dos parâmetros inflamatórios em geral, o teste serológico 
mais comum, no caso de suspeita de AR era, até há pouco tempo, a determinação do Fator 
Reumatoide (FR). (5, 9) 
 Os FR são AAcs, predominantemente da classe IgM, dirigidos contra as 
imunoglobulinas e ocorrem em 60-80 % dos pacientes com AR. É um marcador sensível mas 
não é muito específico para a AR, uma vez que está presente em várias infeções e em DAIs 
como o LES, Síndrome de Sjögren e Esclerodermia. (9) 
 Presentemente, o marcador serológico mais específico para a AR são os Acs contra o 
Peptídeo Citrulinado Cíclico (CCP). Acs anti-CCP são geralmente da classe IgG e têm uma 
especificidade de 98 % para a AR. Eles são um bom marcador preditivo, uma vez que podem 
ser encontrados no soro de doentes numa fase inicial da doença (79 %) e muitas vezes anos 
antes do aparecimento dos primeiros sintomas. O título dos Acs anti-CCP, geralmente, 
correlaciona-se com a atividade da doença sendo um importante marcador de prognóstico, 
diagnóstico e evolução da doença. (11, 12, 13) 
 Os Acs anti-CCP também podem ser usados na diferenciação entre AR e outras 
doenças reumáticas sistémicas. (11) 
 Os testes de ELISA são muito usados para detetar a presença dos Acs anti-CCP. No 
Labeto, é usado o kit “anti-CCP IgG” da Euroimmun, para a determinação quantitativa, in 
vitro, dos Acs anti-CCP da classe IgG. 
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CASO CLÍNICO DE ARTRITE REUMATOIDE        
Mulher de 67 anos fez no laboratório as análises prescritas pelo seu médico 
assistente. Na análise dos resultados verificou-se que os valores alterados estão relacionados 
com os marcadores de inflamação e com parâmetros imunológicos (Tabela IV). 
 
  Tabela IV: Resultados das análises, da mulher de 67 anos, com valores alterados. 
Análise Resultado Valor de Referência 
Plaquetas 453  453 140 - 440 x 109/L 
VS  90      90       0 - 30 mm 
Fibrinogénio  526  526 180 - 350 mg/dL 
Proteína C Reativa  6,81 6,81 <0,30 mg/dL 
Fator Reumatoide  351 351 <15 UI/mL 
Ac-Anti-CCP  5,61 Negativo: <1,00 
 
 
ANA – Ac-Anti-
Nucleares e 
Citoplasmáticos  
 
 
 
 
 
 
 
Positivo 
Titulação: 1/320 
Padrão: Fino granular 
Nucléolos: Negativos 
Mitoses: Negativas 
Citoplasma: Negativo 
 
 
<1/160 
 
ANCA - Ac. Anti-
Citoplasma dos 
Neutrofilos  
 
P-ANCA: Positivo, formol 
sensível. Ac. Anti-MPO negativo 
 
C-ANCA: Negativo 
 
 
 
 
 
 
 
A trombocitose é bastante comum na AR e está ligada a complicações da doença uma 
vez que as plaquetas são mediadores químicos da inflamação. (8) 
A VS e a PCR estão aumentadas o que evidencia a existência de um processo 
inflamatório. Sendo a PCR um marcador sensível do processo inflamatório é usada para 
monitorizar o tratamento da AR. (14) 
Níveis temporariamente elevados de Fibrinogénio ocorrem devido ao seu 
comportamento como ”proteína de fase aguda”. (14) 
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Pelo que foi já foi referido acerca do FR e do Ac. anti-CCP e, tendo em conta os 
resultados elevados destes marcadores serológicos, podemos dizer que a doente tem AR.  
Para reforçar este diagnóstico, na análise ANCA, obteve-se um p-ANCA formol 
sensível, cuja prevalência na AR é de 45% quando associado ao Ag lactoferrina (ver ponto 
3.4.2.4.1). O ANA positivo é muito frequente em doentes com AR, no entanto, é um teste 
pouco sensível e específico, pelo que não deve ser usado no diagnóstico desta doença. (9) 
Como o título dos Acs. anti-CCP está relacionado com a atividade da doença e os 
valores dos parâmetros relacionados com processos inflamatórios estão elevados, levam-nos 
a prossupor a existência de um processo inflamatório em fase aguda. 
 
3.4.2 DOENÇAS AUTOIMUNES ESPECIFICAS DE ÓRGÃO: TESTES 
3.4.2.1 DOENÇAS AUTOIMUNES HEPÁTICAS 
 
3.4.2.1.1  ANTICORPOS ANTI-MITOCÔNDRIA  
 Cirrose Biliar Primária 
 A Cirrose Biliar Primária (CBP) é uma doença hepática autoimune caracterizada por 
uma colestase crónica. A lesão morfológica deve-se a uma inflamação e destruição dos 
ductos biliares intra-hepáticos que condiciona a eliminação da bílis. Inicialmente os sintomas 
são muitos gerais como fadiga e prurido que pode ser generalizado ou limitado á palma das 
mãos e pés. Depois de algum tempo aparece icterícia e hiperpigmentação da pele e 
posteriormente, aparecem sintomas que traduzem a existência de colestase assim como a 
acumulação de lípidos. Por fim aparece ascite e hipertensão portal. A CBP afeta 
principalmente mulheres entre os 40 e os 50 anos. (5) 
 Anticorpos anti- Mitocôndria (AMA) são um grupo heterogéneo de Acs, não 
específicos de órgão, que se dirigem contra diferentes componentes das mitocôndrias. 
Pertencem fundamentalmente á classe das imunoglobulinas IgG, ainda que se detetem 
também Acs das classes IgM e IgA. Estes AAcs são considerados os marcadores 
imunológicos mais sensíveis e específicos da CBP, fazendo a sua deteção praticamente 
diagnostico, mesmo na ausência de sintomas e com Fosfatase Alcalina sérica normal. Estão 
descritos até ao momento nove Ags mitocondriais (M1 a M9). Na CBP podem ocorrer Acs 
anti-M2, M4, M8 e M9, mas apenas os  anti-M2 são específicos da doença. Os Acs AMA-M2-
3E (anticorpos anti-subunidades E2 das α-2 oxoácido desidrogenases) e AMA-M2 (anticorpos 
anti complexo piruvato desidrogenase) estão presentes na maioria dos pacientes com CBP. 
(5, 9) 
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 É possível identificar no ANA Ags alvo com elevada prevalência na CBP. São eles: dois 
componentes do complexo poro nuclear (gp210 e p62), que estão associados ao padrão 
perinuclear; os Ags PML e Sp100, que geram um padrão de dots nucleares na IFI. 
 A IFI permite observar um padrão clássico de fluorescência com a marcação intensa 
das mitocôndrias no citoplasma das células. Classicamente utilizam-se como substrato cortes 
de rim, estômago e fígado de rato. Podem ainda ser utilizados outros substratos como as 
VSM47 (Vascular Smooth Muscle) e HEp-2 que ajudam na identificação dos AAcs. (16) 
Os padrões de fluorescência no AMA diferem em função do substrato (Figura 7): 
 AMA no fígado - fluorescência granular no citoplasma dos hepatócitos; 
 AMA nas células VSM47 - citoplasma com padrão granular médio disperso; 
 AMA no estômago - padrão citoplasmático granular de distribuição uniforme; 
 AMA no rim - fluorescência granular no citoplasma das células dos túbulos renais, 
que é mais intensa nos túbulos distais e que contrasta com a fraca fluorescência dos 
glomérulos renais. (16) 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Padrões de fluorescência no AMA em diferentes substratos: a) Fígado de rato; b) Células VSM47; c) 
Estômago de rato; c) Rim de rato. 
 
3.4.2.1.2 ANTICORPOS ANTI - MÚSCULO LISO / ANTICORPOS ANTI - MICROSSOMAIS 
HEPÁTICOS E RENAIS 
         HEPATITE AUTOIMUNE  
 Hepatite Autoimune (HAI) é uma doença inflamatória progressiva crónica que provoca 
a necrose do fígado. Afeta predominantemente as mulheres (75 % dos casos). (5)  
 A HAI pode ser definida por uma infeção do fígado que se mantem por mais de seis 
meses e cuja etiologia é desconhecida. É caracterizada pela elevação das transaminases, 
hipergamaglobulinémia, elevados títulos de Acs específicos no soro e alterações histológicas 
no fígado. A HAI tem evolução para cirrose se não for tratada. É considerada uma DAI 
devido á associação a outras desordens hepáticas autoimunes e á eficácia da terapia 
imunossupressiva que inclui remissão clínica, bioquímica e histológica na maioria dos casos. 
        
      a)      b)                 c)             d) 
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 A HAI pode ser classificada em HAI Tipo I, II de cordo com os AAcs associados. A 
HAI Tipo I é caraterizada por apresentar Acs anti-Musculo Liso (ASMA), anti-SLA (Soluble 
Liver Antigen) e anti-LP (Liver Pancreas Antigen). Por sua vez, a HAI Tipo II tem como 
marcadores os Acs anti-Microssomais Hepáticos e Renais (anti-LKM1) e os anti-LC1(Liver 
citosol). (9) 
   Os vários Acs circulantes detetados por IFI, e que ocorrem na maioria dos doentes 
com HAI, têm-se revelado muito importantes no diagnóstico doença. (16) 
 
  ANTICORPOS ANTI- MÚSCULO LISO 
 Os Acs anti-Músculo Liso (ASMA) são Acs contra diferentes componentes do 
citoesqueleto, os principais dirigem-se contra a actina, e os menos frequentes contra a 
tubulina, tropomiosina e vimentina. (5) 
 Os ASMA com especificidade anti-F-actina são considerados marcadores da HAI tipo I. 
A pesquisa destes Acs é efetuada em cortes de tecidos de fígado, estômago e rim de rato, e 
opcionalmente nas células VSM47 e HEp-2. A F-actina quando presente origina padrões de 
imunofluorescência muito característicos (Figura 8): 
 Rim - fluorescência nos vasos sanguíneos e nos glomérulos renais sendo muito 
característica no espaço peritubular (aspeto de espinhos); 
 VSM47 - fluorescência nos filamentos de F-actina que são longos e retilineos. 
Estendem-se de um extremo ao outro da célula e passando sobre o núcleo; 
 Fígado - fluorescência intensa nos vasos do espaço porta (artéria, canal e veia). A 
visualização de fluorescência na membrana dos hepatócitos depende do título do 
anticorpo; 
 Estômago - fluorescência intensa na camada muscularis mucosae, nas projeções 
muscularis da mucosa e na camada muscular. (16) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Padrões de fluorescência no ASMA em diferentes substratos: a) Rim de rato; b) Células VSM47; c) 
Fígado de rato; d) Estômago de rato. 
 
      
a)                                  b)             c)         d)                     
Autoimunidade                                                                                                Relatório de Estágio 
 
23 
 
 
 ANTICORPOS ANTI-LKM (LIVER KIDNEY MICROSOMES) 
Os Acs contra os Microssomas Hepáticos e Renais (anti-LKM) são um grupo 
heterogéneo de Acs que se ligam a estruturas do citoplasma dos hepatócitos e das células 
dos túbulos contornados principais. De acordo com a sua natureza são considerados, 
atualmente, quatro tipos de Acs anti-LKM: LKM1 (Ag alvo: citocromo P450 IID6 (CYP2 
D6)), LKM2 (Ag alvo: citocromo P450 IIC9 (CYP2 C9)), LKM3 (Ag alvo: citocromo P450 
IIA2 (CYP2 A2)) e um quarto tipo que tem como Ag alvo o CYP2 A2 e o CYP2 A6. (16) 
Os Acs anti-LKM1 são característicos da HAI tipo II, não existindo correlação entre a 
concentração dos AAcs e o grau da doença. Estes AAcs estão presentes em cerca de 10% 
dos doentes com Hepatite C, aparecendo também em outras patologias como a doença 
Celíaca, doença de Graves, Anemia Perniciosa e Anemia Hemolítica Autoimune. (16) 
Quando são utilizados substratos com cortes de fígado e rim de rato podem deteta-
se os Acs anti-LKM1 que, quando revelados por IFI, apresentam diferentes padrões de 
fluorescência (Figura 9): 
 Fígado - fluorescência intensa do citoplasma dos hepatócitos. A ausência de 
fluorescência no tecido conjuntivo e nos núcleos origina o aspeto característico de 
“buraco negro”; 
 Rim - fluorescência intensa granular e homogénea do citoplasma das células dos 
túbulos contornados proximais. Há ausência de fluorescência do citoplasma das 
células dos túbulos distais. Contudo, em 10% dos casos, os Acs anti-LKM1 
provenientes de doentes com HAI Tipo II ou com Hepatite C, podem revelar 
fluorescência de fraca intensidade nos túbulos distais. 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 9: Parões de fluorescência característicos dos anticorpos anti-LKM1: a) Rim de rato; b) Fígado de rato. 
 
 Em aproximadamente 25% dos soros dos doentes com HAI Tipo II existe uma 
associação dos Acs anti-Células Parietais Gástricas (APCA) com os Acs anti- LKM1, uma vez 
que a HAI Tipo II está associada às gastrites (ver ponto 3.4.2.2). (16) 
      
   a)        b) 
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3.4.2.2 DOENÇAS AUTOIMUNES DO ESTÔMAGO 
 
3.4.2.2.1 ANTICORPOS ANTI- CÉLULAS PARIETAIS GÁSTRICAS 
ANEMIA PERNICIOSA  
A Anemia Perniciosa (AP) é caracterizada pela absorção deficiente da vitamina B12, 
secundária a uma lesão autoimunitária das células parietais gástricas, com os sintomas de 
uma anemia megaloblástica. (5) 
Esta DAI desenvolve-se devida á existência de Acs anti-Fator Intrínseco (FI) e anti-
Células Parietais Gástricas (APCA). O FI é uma proteína sintetizada nas células parietais da 
mucosa gástrica. Em condições fisiológicas, liga-se á vitamina B12, sendo fundamental para a 
absorção desta no ílio terminal. A destruição da mucosa gástrica que ocorre na gastrite 
autoimune, origina uma diminuição da síntese de FI e, consequentemente, uma diminuição da 
absorção da vitamina B12. (9) 
A presença de APCA pode anteceder o aparecimento da AP e gastrite autoimune em 
vários anos, a sua pesquisa e identificação é útil no rastreio pré clinico. No entanto, a 
presença destes Acs também é frequente em indivíduos saudáveis e em outras patologias 
autoimunes. Os APCA têm uma elevada sensibilidade mas baixa especificidade no 
diagnóstico da AP. (9) 
A pesquisa e identificação de APCA são realizadas por IFI utilizando como substrato 
cortes de estômago de rato. A fluorescência é granular densa, localizada exclusivamente no 
citoplasma das células parietais gástricas, mais intensa no polo apical da célula. As células da 
mucosa e submucosa não apresentam fluorescência (Figura 10). (9) 
 
 
 
 
    Figura 10: Padrão de fluorescencia dos Acs APCA em substrato estômago de rato. 
 
Acs contra o FI são muito específicos para AP embora nem sempre estejam 
presentes no soro de todos os pacientes com esta patologia (prevalência de 70 %). (5) 
De salientar que enquanto a prevalência de APCA decrece no curso da doença, 
muitos doentes desenvolvem os Acs contra o FI mais tarde. 
No Labeto, quando é pedida a deteção dos Acs AMA, ASMA, LKM1, e APCA é 
executada a IFI. São utilizadas lâminas “Liver Mosaic 9” da Euroimmun com os substratos de 
fígado, rim e estômago de rato e as células VSM47.  
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Em caso de positividade são observados, para cada Ac, padrões característicos na 
fluorescência nos diferentes tecidos descritos anteriormente. 
A presença de cada um dos Acs é confirmada no teste “EUROLINE Profile 
Autoimmune Liver Diseases”, pela técnica de Imunoblot. Neste teste são detetados os Acs 
humanos da classe IgG para 9 diferentes Ags (AMA-M2, M2-3E, Sp100, PML, gp210, LKM1, 
LC-1, SLA/LP, Ro52) (Figura 11). 
 
 
 
 
      Figura 11: Tira com os diversos Ags presentes no teste “EUROLINE Profile Autoimmune Liver Diseases”. 
 
Este teste também é realizado quando são pedidos, por exemplo, os Acs anti-SLA/LP e 
anti-LC-1, que também estão associados às doenças do fígado.  
Quando é pedida a deteção dos Acs da classe IgG contra o FI ou pretendemos 
confirmar a presença de Acs APCA visualizados na fluorescência, faz-se o teste “ALPHADIA 
Biermer- Atrophic Gastrites DOT” (Figura 12).  
 
 
 
 
          Figura 12: ALPHADIA Biermer - Atrophic Gastrites DOT. 
 
CASOS CLÍNICOS DE DOENÇA AUTOIMUNE HEPÁTICA      
          
         PROVÁVEL CIRROSE BILIAR PRIMÁRIA 
 Uma mulher de 23 anos fez análises no laboratório e referiu estar a tomar 
medicamento para as dores articulares. Das análises prescritas pelo clínico apenas vou 
salientar as que podem ser importantes para fazer o prognóstico clinico (Tabela V). 
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Tabela V: Resultados laboratoriais das análises efetuadas á mulher de 23 anos. 
Análise Resultado 1 Resultados 2 Valor de Ref. 
VS  39         --------- 0 -25 mm 
Transaminase-GOT  18 --------- <37 U/L 
Transaminase-GPT  27 --------- <65 U/L 
Proteína C- Reativa  2,67 --------- <0,30 mg/dL 
Fator Reumatoide <10  <15 UI/mL <15 UI/mL 
 
ANA – Ac-Anti-
Nucleares e 
Citoplasmáticos  
 
Positivo 
Titulação: 1/160 
Padrão: Fino granular 
Nucléolos: Negativos 
Mitoses: Negativas 
Citoplasma: Positivo 
granular 3+ 
 
 
 
<1/160 
Ac. Anti-Mitocôndria-
M2 
 
------------ 
Positivo, 
confirmado por 
Imunoblot. 
 
  
 Da análise dos resultados aqui apresentados pode partimos do pressuposto que a 
doente está com um processo inflamatório dado que tem a VS e a PCR aumentadas. Na 
análise dos ANA, com o substrato HEp2/Fígado de primata, é de salientar o resultado do 
citoplasma que apresenta uma fluorescência granular com intensidade 3+ e um padrão, tanto 
nas HEp2 como no fígado, sugestivo de Acs AMA tipo M2. Foi dada esta informação ao 
clínico sugerindo-lhe a pesquisa destes Acs. Passadas duas semanas a utente volta ao 
laboratório para fazer a análise sugerida. Fez-se, primeiramente, a pesquisa do AMA por IFI e 
o resultado obtido foi um padrão de fluorescência, nos substratos de cortes de rim, 
estômago e fígado de rato e nas células VSM47, característico da presença de Acs AMA Tipo 
M2. A confirmação deste resultado foi feita pela técnica de Imunoblot utilizando o teste 
EUROLINE Profile Autoimmune Liver Diseases. (Figura13). 
 
 
 
 
  Figura 13: Resultado da tira de Liver Profile incubada com a amostra de soro da doente. 
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 O resultado do Liver Profile foi positivo para os Acs AMA-M2 AMA-M2-3E. Como foi 
já referido, estes Acs AMA-M2 são específicos da CBP e de elevado valor preditivo, sendo o 
resultado valorizável no tratamento e/ou prevenção da evolução da doença. 
 
 PROVÁVEL HEPATITE AUTOIMUNE TIPO I 
 Um homem de 32 anos fez análises no laboratório (Tabela VI; Resultados 1). O seu 
médico assistente, ao verificar a existência de alterações nas análises da função hepática, 
prescreve os mesmos exames e acrescenta análises de caráter imunológico para além dos 
marcadores da Hepatite A, B e C (Tabela VI; Resultados 2). Três semanas depois, o utente 
fez novamente análises e referiu estar a tomar medicamento para o fígado (Tabela VI; 
Resultados 3). 
 
Tabela VI: Resultados, ao longo do tempo, de um doente com um possível diagnóstico de HAI Tipo I. 
Análise Resultado 1 Resultados 2 Resultados 3 Valor de Ref. 
Transaminase-GOT  -------- 229 78 <37 U/L 
Transaminase-GPT  580       656 193 <78 U/L 
Gama-GT  210  280 171 15 - 85 U/L 
Fosfatase Alcalina –
ALP  
-------- 320 192 40 - 136 U/L 
Bilirrubuna Total  -------- 0,60 -------- <1,00 mg/dL 
Bilirrubuna Direta 
(conj.)  
-------- 0,27 -------- <0,30 mg/dL 
Desidrogenase 
Láctica-LDH 
-------- 390 283 87 - 241 U/L 
Estudo dos 
Marcadores da 
Hepatite A, B e C 
-------- Negativo --------  
ASMA  -------- 
Positivo (Ac. 
Anti-F-actina +) 
--------  
AMA  -------- Negativo --------  
 
 O diagnóstico da HAI é feito com base num sistema de pontos aplicados a critérios de 
diagnóstico, definidos pelo Grupo Internacional de Hepatite Autoimune. Dentro dos 
critérios laboratoriais temos: elevação das Transaminases e Fosfatase Alcalina; concentração 
aumentada das Imunoglobulinas Totais, principalmente a da Imunoglobulina IgG; presença 
dos Acs ASMA ou anti-LKM; ausências de positividade para os marcadores de hepatite viral. 
(9) 
Apesar de não termos todos os dados clínicos e laboratoriais para fazer um diagnóstico 
correto, pode dizer-se, com algum grau de confiança, que estamos perante uma HAI Tipo I. 
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Os valores da Fosfatase Alcalina, GOT, GPT e GGT estão elevados o que indicia 
patologia hepática. 
A hepatite provoca uma elevação, embora não muito acentuada, dos valores da ALP. A 
GOT aumenta quando há lesão das células de tecidos altamente metabólicos como os 
hepatócitos. A GPT é uma enzima predominante no fígado sendo libertada quando há lesão 
hepatocelular. Grandes concentrações da GGT estão presentes no fígado e pode ser usada 
para detetar disfunção dos hepatócitos. (14) 
Os resultados obtidos para os marcadores da hepatite viral A, B e C deram resultados 
negativos o que leva a excluir uma hepatite viral, provocada por alguns destes vírus. 
O resultado, por IFI em substratos de células VSM47, tecidos de fígado, estômago e 
rim de rato, revelam um padrão de fluorescência característico dos Acs anti-F-actina, 
considerados marcadores da HAI tipo I. 
De referir que três semanas após o diagnóstico os resultados da função hepática estão 
próximos dos valores normais, o que revela a remissão da doença, possivelmente, devido á 
terapia imunossupressora. 
O resultado negativo do AMA juntamente com as Bilirrubinas normais exclui uma 
CBP. 
 
3.4.2.3 DOENÇAS AUTOIMUNES DO INTESTINO 
 
3.4.2.3.1 ANTICORPO ANTI-ENDOMÍSIO, ANTICORPO ANTI-TRANSGLUTAMINASE 
TECIDULAR E ANTICORPO ANTI-GLIADINA   
  Doença Celíaca  
 Doença Delíaca (DC) é uma enteropatia autoimune induzida pela ingestão de glúten 
estando subjacente uma forte predisposição genética. Afeta, principalmente, indivíduos 
portadores do Ag codificado pelo HLA-DQ2/DQ8 mas outros fatores como vírus e 
alterações imunológicas também podem estar envolvidas na etiopatogenia da doença. Esta 
patologia é caraterizada pela inflamação e atrofia das vilosidades da mucosa do intestino 
delgado que prejudicam a absorção de nutrientes. As alterações da mucosa revertem 
favoravelmente quando se elimina o glúten da dieta. (5, 9) 
O glúten é um constituinte de vários cereais como trigo, cevada e centeio. É composto 
por uma mistura de proteínas que podem se divididas em prolaminas e glutelinas, sendo a 
gliadina a prolamina mais frequente. A elevada concentração destas proteínas no glúten leva 
á sua digestão parcial. Os resíduos parcialmente digeridos são reabsorvidos na mucosa 
intestinal sendo os de glutamina (presentes na gliadina) convertidos em ácido glutâmico pela 
Autoimunidade                                                                                                Relatório de Estágio 
 
29 
 
enzima tecidular transglutaminase (tTG), localizada no espaço extracelular da mucosa 
intestinal, através do processo de desaminação.  
A conversão dos resíduos de glutamina em acido glutâmico pela tTG facilita a ligação 
dos peptídeos de gliadina aos haplótipos de HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8, na superfície das 
células de apresentação de Ags (células T helper). Nos indivíduos com predisposição 
genética, é desencadeada uma resposta imunológica que leva á síntese de Acs específicos 
anti-Transglutaminase (anti-tTG), anti- Endomísio (anti-EmA) e anti- Gliadina (anti-AGA). (9, 
17) 
O diagnóstico serológico para a DC, de acordo com as novas guidelines da Europian 
Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN), é baseado no 
doseamento da Imunoglobulina IgA, na deteção dos haplótipos HLA-DQ2/DQ8 e nos Acs da 
classe IgA anti-EmA, anti-tTG e anti-AGA. (18) 
Para fazer o diagnóstico e monitorização da DC, no Labeto, é feita por rotina, a 
deteção dos seguintes Acs: 
 Anti-tTG da classe IgA por ELISA; 
 Anti-AGA (GAF-3X) da classe IgA por ELISA; 
 Anti-AGA (GAF-3X) da classe IgA e IgG por IFI; 
 Anti-EmA da classe IgA e IgG por IFI. 
Com cerca de 100% de sensibilidade e especificidade, os Acs anti-EmA e antitTG, da 
classe IgA, têm uma elevada relevância no diagnóstico da DC. Os Acs anti-tTG também são 
uteis para monitorizar a doença em pacientes que estão a fazer a dieta sem glúten, nestes, 
podem baixar até desaparecer. Em pacientes com deficiência em IgA, são detetados os Acs 
da classe IgG. (9) 
Sabendo que o alvo dos AAcs contra o endomísio é a enzima tTG, o seu doseamento 
por ELISA tem sido muito requisitado, dado que é uma ótima ferramenta, fácil de executar e 
pouco dependente do operador, para fazer o diagnóstico e monitorização da DC. 
Os Acs anti-AGA são importantes em situações clínicas específicas, como no 
diagnóstico da DC em idades pediátricas, dado que os Acs anti-tTG podem só aparecer a 
entre os 2 e os 5 anos de idade. (9, 18) 
A pesquisa de Acs anti-EmA e anti-AGA da classe IgA e IgG por IFI é feita em 
simultâneo utilizando lâminas que têm como substratos dots de Gliadina (GAF-3X) e cortes 
de fígado de primata:  
 Os Acs Anti-EmA reagem com os filamentos das sinusoides intralobulares do fígado 
que ficam fluorescentes;  
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 Os Acs Anti-AGA (GAF-3X), quando presentes no soro, ligam-se os Ags dos dots e 
são visualizados áreas circulares fluorescentes que contratam com um fundo escuro 
(Figura 14).  
     
O resultado deste teste é dado como positivo ou negativo. De notar que o título de Acs 
anti-EmA, nos doentes submetidos a dieta sem glúten, diminui ao longo do tempo, pelo que 
a serologia negativa não deve excluir a DC. 
 
CASO CLÍNICO DE PROVÁVEL DOENÇA CELÍACA__________________________________ 
Homem de 41 anos fez análises no laboratório prescritas pelo seu médico assistente, a 
prescrição médica incluía o hemograma, parâmetros da função hepática e os Acs da classe 
IgA anti-EmA, anti-tTG e anti-AGA.  
Os parâmetros bioquímicos relacionados com a função hepática estavam dentro dos 
valores de referência. O hemograma revelou a existência de uma ligeira anemia hipocrómica 
e os valores dos Acs marcadores de DC deram resultados positivos (Tabela VII). 
 
Tabela VII: Resultados dos Acs, da classe IgA, anti-EmA, anti-tTG e anti-AGA. 
Análise Resultado Valor de Referência 
Ac.Anti- AGA IgA  3,8 <1,0 Negativo 
Ac.Anti- EmA IgA  Positivo  
Ac.Anti-tTG IgA  4,5 <1,0 Negativo 
 
Muitos dos doentes com DC, principalmente adultos, não apresentam desordens 
gastrointestinais, mas manifestações clinicas resultantes de má absorção como a anemia 
hipocrómica devido á deficiência de ferro. Outros sintomas como aumento das 
Transaminases e dor de cabeça sem uma causa clara, também podem ocorrer. (9) Neste 
caso específico, não se verifica a elevação das Transaminases mas sim uma anemia 
hipocrómica. 
A determinação dos Acs anti-EmA IgA foi feita recorrendo á técnica de IFI, tendo sido 
visualizado um padrão característico destes AAcs (Figura 14). Os Acs anti-tTG e anti-AGA, 
foram doseados por ELISA e os resultados foram positivos. Dada a elevada sensibilidade e 
Figura 14: Deteção de Acs Anti-
EmA  e Acs Anti-AGA em lâminas 
com substrato de fígado de 
primata e gliadina (GAF-3X).  
 
Autoimunidade                                                                                                Relatório de Estágio 
 
31 
 
especificidade dos Acs anti-EmA IgA e anti-tTG para a DC, podemos pressupor que o 
doente é portador desta patologia, no entanto, o diagnóstico definitivo só é feito com a 
confirmação através de biopsia e/ou deteção dos haplótipos HLA-DQ2/DQ8. 
 
3.4.2.4 DOENÇAS AUTOIMUNES DOS VASOS SANGUÍNEOS 
3.4.2.4.1 ANTICORPOS ANTI CITOPLASMA DOS NEUTRÓFILOS  
        VASCULITES 
 Os ANCA (Anti-Neutrophil Cytoplasma Antibodies) são Acs dirigidos contra as enzimas 
(Ags) existentes nos grânulos dos neutrófilos e monócitos, capazes de ativar as células e 
induzir lesões necróticas vasculares. São marcadores serológicos importantes nas Vasculites 
dos pequenos vasos tendo também um valor de diagnóstico importante em outras patologias 
como na Colite Ulcerosa e na Colangite Primária Esclerosante. (9)   
 As Vasculites compõem um grupo heterogéneo de doenças que se caraterizam por 
uma inflamação da parede do vaso sanguíneo e necrose da parede vascular. A inflamação 
ocorre devido ao depósito de Acs ou imunocomplexos. Como consequência do processo 
inflamatório há estreitamento do calibre vascular e isquémia. Podem afetar qualquer tipo de 
vaso, ter qualquer localização e aparecer de forma isolada ou associadas a outras doenças. 
(16) 
 Na conferência de Consenso de Chapel Hill de 1994, passou a ser reconhecida a 
classificação das Vasculites em função do tamanho dos vasos afetados: Vasculite dos 
pequenos, médios e grandes vasos. (5) 
 A razão mais frequente para a solicitação dos ANCA é para o diagnóstico das 
Vasculites dos pequenos vasos.  
 Os ANCA são detetados de uma forma simples e rápida, pela técnica de IFI utilizando 
como substrato neutrófilos fixados em etanol e formol. 
 A técnica de IFI, no caso de uma reação positiva nos granulócitos fixados com etanol, 
dá-nos dois padrões de ANCA: 
 O padrão citoplasmático (c-ANCA) - caracterizado por uma fluorescência 
granular regularmente distribuída pelo citoplasma dos granulócitos com um 
reforço entre os lóbulos do núcleo que fica limpo. Este padrão ocorre devido aos 
Acs dirigidos contra a Proteinase 3 (PR3), localizada nos grânulos azurofílicos dos 
neutrófilos (Figura 15 a)). (16) 
    O padrão perinuclear (p-ANCA) - define-se pela existência de uma fina 
fluorescência á volta do núcleo do granulócito causada por vários tipos de Acs. 
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Este padrão ocorre porque durante a incubação, dos neutrófilos com os Acs do 
soro do paciente, os Ags difundem-se dos grânulos para a membrana nuclear com 
a qual tem grande afinidade (Figura 15 b)). (16) 
 Nos granulócitos fixados com formaldeído ocorre uma fluorescência granular 
regularmente distribuída pelo citoplasma dos granulócitos deixando o núcleo limpo. Esta 
fluorescência é causada pelos Acs contra a PR3 (c-ANCA) e pelos Acs contra a 
mieloperoxidase (MPO) (p-ANCA-MPO). Normalmente, os granulócitos fixados em 
formaldeído não reagem com os Acs contra a elastina, lactoferrina, lisozima, β-glucoronidase 
e catepsina G e raramente existe reação contra os Acs nucleares. O interesse da fixação em 
formol é distinguir um entre um p-ANCA clássico e um p-ANCA atípico. 
 Podem ainda ser utilizados substratos MPO e PR3 que são revestidos por pequenas 
gotículas de Ags altamente purificados. Se a amostra contiver os Acs dirigidos contra estes 
Ags, os dots dos respetivos Ags ficam fluorescentes aparecendo uma área circular verde 
(Figura 15 c)). Se a amostra for negativa as áreas circulares ficam escuras ou não aparecem. 
 Quando o soro da amostra a testar não tem ANCA, os granulócitos, quer estejam 
fixados em etanol ou formol, ficam escuros (Figura 15 d)). (16) 
 
 
 
 
 
  Figura 15: Padrões de fluorescência (IFI) do ANCA em neutrófilos fixados em etanol: a) c-ANCA; b) p-  
  ANCA; c) substrato MPO (dots); d) Negativo.  
 
 No Labeto, o diagnóstico serológico dos ANCA é feito, em primeira linha, pela técnica 
de IFI. São utilizados dois testes da Euroimmun (EUROPLUS – “Granulocyte Mocaic 2” e 
EUROPLUS – “Granulocyte Mocaic 22”) cujas características estão especificadas na tabela 
VIII. 
 Por rotina a determinação dos ANCA é feita no teste “Granulocyte Mocaic 2”. Caso o 
resultado seja positivo na IFI para p-ANCA e c-ANCA ou em caso de dúvida entre p-ANCA 
e ANA faz-se a determinação dos ANCA com o teste “Granulocyte Mocaic 22”. Como este 
último teste tem substratos (dots) com o Ag para a pesquisa dos Acs anti-MPO e anti-PR3, 
consegue-se determinar se o p-ANCA e o c-ANCA são respetivamente MPO e PR3 
positivos. No caso de estarmos perante um ANCA atípico (p-ANCA formol sensível (MPO 
negativo) ou c-ANCA PR3 negativo), reporta-se esse resultado ao clínico sugerindo a 
             
a)                                   b)     c)    d) 
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pesquisa e identificação de Acs anti citoplasma do neutrófilo (proteínase 3, mieloperoxidase, 
elastase, catepsina G, BPI (Bacterial Permeability-Increasing protein), lactoferrina e lisozima). 
 
Tabela VIII: Características dos testes “Granulocyte Mocaic 2” e “Granulocyte Mocaic 22”. 
 Anticorpos Substrato 
EUROPLUS-
“Granulocyte 
Mocaic 2” 
c-ANCA, p-ANCA e ANA Granulócitos (Fixados-EOH) 
c-ANCA, p-ANCA Granulócitos (Fixados-HCHO) 
EUROPLUS-
“Granulocyte 
Mocaic 22”, 
c-ANCA, p-ANCA e ANA Granulócitos (EOH) 
c-ANCA, p-ANCA Granulócitos (Fixados-HCHO) 
p-ANCA-mieloperoxidase (MPO) MPO (Dots) 
c-ANCA proetinase 3 (PR3) PR3 (Dots) 
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CAPITULO IV:HEMATOLOGIA 
A Hematologia é uma das áreas do laboratório onde se avaliam os elementos do 
sangue periférico, os seus percursores e o processo de hemóstase. A análise mais 
requisitada pelos clínicos é o Hemograma completo seguido da Velocidade de Sedimentação. 
Os resultados obtidos dão informações valiosas das condições de saúde do paciente, mais 
ainda, quando conjugados com os resultados provenientes das restantes áreas do 
laboratório.  
Na Hematologia acompanhei toda a rotina do setor: processamento de Hemogramas, 
preparação e observação de esfregaços sanguíneos, determinação da Velocidade de 
Sedimentação, avaliação da Eletroforese de Hemoglobinas, doseamento da HbA1c e 
realização de Grupos Sanguíneos. Alguns casos clínicos que surgiram durante o estágio e que 
tive a oportunidade de analisar vão ser discutidos neste relatório. 
 A avaliação da hemóstase, apesar de fazer parte da hematologia, no Labeto, é 
realizada no setor da “coagulação”, motivo pelo qual não é aqui descrita. 
  
4.1 AMOSTRAS EM HEMATOLOGIA 
As amostras de sangue total são colhidas para tubos com os anticoagulantes 
Potassium (K3) Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (K3 EDTA) ou Citrato de Sódio. O EDTA 
é o anticoagulante de eleição para a realização das análises de hematologia, com exceção da 
avaliação da hemóstase, uma vez que inibe o processo de coagulação pela formação de 
quelatos insolúveis com os iões de cálcio, presentes no sangue. Assegura a conservação das 
células durante 24 horas, quando as amostras estão acondicionadas a uma temperatura entre 
2 e 8ºC. (19) 
 
4.2 HEMOGRAMA 
O hemograma consiste na determinação do número, forma e tamanho dos elementos 
celulares existentes no sangue. Através da quantificação e medição das células sanguíneas é 
possível detetar e distinguir perturbações nos eritrócitos, leucócitos ou nas plaquetas. 
No laboratório, o hemograma completo é processado no Sysmex XE-5000 e/ou no 
Advia 2120. Os reticulócitos, quando solicitados, são quantificados no Sysmex XE-5000.  
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4.2.1 METODOLOGIA E FUNDAMENTAÇÃO DOS EQUIPAMENTOS HEMATOLÓGICOS 
4.2.1.1 CONTADOR HEMATOLÓGICO: ADVIA 2120 
Os contadores hematológicos com a tecnologia do sistema Advia são compostos por 5 
câmaras / canais de reação:  
 A câmara de reação de RBC/PLT 
 A câmara de reação de HGB 
 A câmara de reação de Retic 
 A câmara de reação de Perox 
 A câmara de reação de Baso  
 O sistema Advia é composto por dois canais com múltiplos detetores óticos e por um 
fotocolorímetro padronizado a 546 nm para a dosagem da hemoglobina. O detetor ótico de 
luz branca permite fazer a análise dos leucócitos, o de laser analisa os eritrócitos e as 
plaquetas. (19) 
 
CANAL RBC/PLT 
Neste canal os eritrócitos e as plaquetas são isovolumetricamente esferificados, o que 
permite uma dispersão da luz independente da forma da célula. Na câmara de reação 
RBC/PLT, um volume constante da suspensão celular passa através da célula de fluxo e à 
medida que cada célula interrompe o feixe de laser, a luz é espalhada em múltiplo ângulos 
com base nas propriedades volume, concentração interna de hemoglobina e índice de 
refração. (19, 20) 
Através da teoria de Mie de dispersão de luz para esferas homogéneas, a medição da 
dispersão de luz de ângulo baixo (2o a 3o) é convertida em volume celular de eritrócitos e de 
plaquetas; a medição da dispersão de luz de ângulo alto (5o a 15o) vai permitir determinar a 
concentração interna de hemoglobina para os eritrócitos e o índice de refração para as 
plaquetas. (20) 
Após a avaliação das células no canal RBC/PLT, é determinado o número de 
eritrócitos e de plaquetas. (19) 
Na posse destes dados, são gerados: citogramas de V/HC, plaquetas (PLT Scatter) e 
RBC (RBC Scatter); histogramas para a concentração de hemoglobina dos eritrócitos e para 
os volumes de RBC e PLT (Figura 16). 
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Figura 16: Citogramas e histogramas do Advia 2120. a) RBC; b) PLT.                              
 
CANAL DE HGB 
No canal de HGB a determinação da hemoglobina é feita pelo método 
CianoMetoHemoglobina. A amostra e o reagente são misturados na câmara de reação, os 
eritrócitos são lisados e a hemoglobina é libertada. O ferro que se encontra no grupo Heme 
da hemoglobina é oxidado e passa da forma ferrosa a férrica. Em seguida, é combinado com 
um ião hidróxido e com uma molécula de água, que originam uma molécula de 
monoaquomonohidroxiferri-porfirina. Esta reação colorimétrica é lida a 546 nm, são 
determinadas as transmitâncias e convertidas em concentração.  
Por este método é obtida a concentração de hemoglobina medida (HGB), a 
hemoglobina globular média (MCH) e a concentração de hemoglobina corpuscular média 
(MCHC). (20) 
 
 CONTAGEM DIFERENCIAL DOS LEUCÓCITOS, NO ADVIA, DERIVA DE 2 CANAIS: 
CANAL BASO 
Na camara de reação BASO, um agente lítico em meio ácido, lisa a membrana celular e 
dissolve o citoplasma de todas as células exceto dos basófilos. (20) 
Um volume constante da suspensão celular passa através da célula de fluxo, onde as 
características de cada glóbulo branco são medidas pela luz dispersa em múltiplos ângulos. A 
dispersão de luz detetada em ângulos baixos define o tamanho da célula ou do núcleo e é 
representada graficamente no eixo dos y. A luz dispersa em ângulos altos, revela a densidade 
de DNA e complexidade da lobulação da célula, representada no eixo dos x (Figura 17). (19, 
20) 
 
 
 
             
a)                    b) 
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Se estiverem presentes “células anormais”, o seu tamanho, configuração do núcleo e 
densidade de DNA determinam a localização dos sinais no citograma BASO. Os linfócitos 
atípicos e os granulócitos imaturos surgem dentro da área dos mononucleares, os 
eritroblastos na área dos polimorfonucleares e os bastonetes são representados entre as 
populações de mono e polimorfonucleares. (20) 
 
CANAL PEROX 
Na câmara de reação do canal Perox, o reagente 4-cloro1-naftol forma um precipitado 
escuro nas zonas de atividade da peroxidase, existente nas granulações dos leucócitos. Os 
neutrófilos, eosinófilos e os monócitos, são corados com base nos seus níveis de atividade 
de peroxidase. Os basófilos, linfócitos e as “células grandes não coradas” – LUC (Large 
Unstained Cells) não contêm peroxidase pelo que não formam o precipitado negro. (20) 
Após a diferenciação com base nos volumes e na atividade peroxidase de cada célula 
os dados são transpostos para o citograma Perox, em que o eixo do x reflete a atividade de 
peroxidase e o do y o tamanho das células (Figura 18). (19) 
   
Os blastos e linfócitos atípicos, quando presentes, observam-se na área de LUC, por 
serem células grandes, “anormais” e sem atividade da peroxidase. Os granulócitos imaturos 
e os bastonetes, casos existam, ficam representados na população dos neutrófilos por serem 
células com tamanho e grau de coloração semelhantes aos neutrófilos. (20) 
A atividade média da peroxidase apresenta-se diminuída, por exemplo, na deficiência 
genética de peroxidase a qual deverá ser confirmada em lâmina ou utilizando outra 
tecnologia que não use o método de peroxidase (Sysmex- XE-5000).  
 
Figura 17: Citograma BASO com as diferentes populações celulares:  
1) área de ruido; 2) núcleos de blastos; 3) leucócitos mononucleares 
(núcleos de monócitos e linfócitos); 4) basófilos; 5) suspeita de basófilos; 
6) área de saturação; 7) leucócitos polimorfonucleares (núcleos de 
neutrófilos e eosinófilos).   
Figura 18: Citograma Perox. 1) neutrófilos; 2) eosinófilos; 3) 
monócitos; 4) linfócitos e basófilos; 5) LUC; 8) agregados plaquetários 
e eritroblastos. 
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O sistema Advia utiliza os dados do canal peroxidase e do de basófilos para determinar 
a contagem de eritroblastos (NRBC). Se existirem NRBC, o sistema corrige o resultado dos 
leucócitos para os considerar. (20) 
 
4.2.1.2 CONTADOR HEMATOLÓGICO: SYSMEX XE-5000 
O analisador hematológico Sysmex XE-5000 permite reportar parâmetros 
clinicamente relevantes do sangue total, utilizando quatro metodologias, de acordo com as 
células ou componentes a analisar:  
1. Citometria de fluxo através de laser semicondutor; 
2. Método de deteção RF/DC (RF-corrente com frequência radio e DC-corrente 
direta); 
3. Método de deteção de Corrente Direta por Focagem Hidrodinâmica; 
4. Método de SLS-Hemoglobina. 
Num utente com o pedido de: Hemograma, Plaquetas e Reticulócitos, a amostra, 
dentro do aparelho, é dissociada em 6 canais diferentes (Canal HGB, Canal RBC/PLT, Canal 
DIFF, Canal WBC/BASO, Canal RET/PLT-O e Canal IMI). (21) 
 
1- Citometria de fluxo por laser semicondutor  
  Na citometria de fluxo por laser semicondutor os WBC, os RBC nucleados (NRBC) 
e os reticulócitos (RET) são diferenciados e contados usando a informação obtida, durante a 
irradiação do laser, pelo: 
 Forward Scatter (FSC) - intensidade luminosa que indica o volume celular; 
 Side Scatter (SSC) - dá a informação do conteúdo celular (complexidade da 
lobulação do núcleo e presença de grânulos no citoplasma); 
 Side Fluorescence (SFL) - indica a quantidade de DNA e RNA celular.  
 
Canal DIFF  
O surfactante provoca lise dos eritrócitos e plaquetas e possibilita a abertura dos 
poros nas membranas dos leucócitos. O corante migra para dentro dos leucócitos 
danificados e liga-se aos ácidos nucleicos e organitos citoplasmáticos. Quando expostos a 
uma luz laser de 633 nm, é emitida fluorescência (SFL) cuja intensidade é diretamente 
proporcional ao conteúdo de ácido nucleico. De seguida, um ácido orgânico liga-se aos 
grânulos dos eosinófilos e possibilita sua diferenciação dos neutrófilos devido ao aumentado 
da intensidade do sinal no side scatter (SSC). Com os sinais do SFL e do SSC o aparelho 
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Figura 21: Citograma NRBC. 
 
 
 
 
 
diferencia os leucócitos em quatro populações: neutrófilos e basófilos; eosinófilos; linfócitos; 
monócitos e granulócitos imaturos. Esta informação é projetada no citograma DIFF (Figura 
19).      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
  
  Figura 19: Citograma DIFF.                                       
                       
Canal WBC/BASO 
No canal WBC/BASO o reagente surfactante provoca a redução do tamanho dos 
eritrócitos e plaquetas e reduz os leucócitos, com exceção dos basófilos, a simples núcleos.  
As diferenças volumétricas, entre os basófilos e as 
restantes células, são analisadas a partir das informações 
obtidas dos feixes FSC e SSC, que permitem distinguir os 
basófilos das restantes leucócitos. Esta informação é 
transposta para o citograma WBC/BASO (Figura 20). Assim, 
este canal permite a contagem do número total de leucócitos 
e de basófilos. (21)    
                                                                                                         Figura 20: Citograma WBC/ BASO.  
                                                                                               
  Canal NRBC 
No canal de NRBC: o surfactante destrói a membrana dos eritrócitos deixando apenas 
o núcleo nos NRBCs; a membrana dos WBC não sofre lise e o citoplasma fica retido, os 
ácidos nucleicos são corados e originam uma elevada 
intensidade de fluorescência (SFL); nos NRBCs, o RNA do 
citoplasma é eliminado e a cromatina nuclear fica condensada, 
o corante não entra facilmente no núcleo o que faz com que 
a sua intensidade de fluorescência seja inferior à dos WBCs. 
Com base nos sinais FSC e SFL é gerado o citograma NRBC, 
onde são projetadas as populações de NRBC e WBC (Figura 
21). (21)                                                                                                             
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   Figura 23: Citograma IMI. 
F
i
g
u
r
Nos aparelhos com a tecnologia Sysmex- XE, os leucócitos são contados no canal 
WBC/BASO, que conta os NRBCs como leucócitos. Quando, NRBCs são determinados no 
canal NRBC, o número de leucócitos é automaticamente corrigido. (21)    
 
Canal RET/PLT-O  
No canal RET/PLT-O o surfactante danifica levemente a membrana celular dos RBCs e 
dos WBCs permitindo uma fácil coloração. O corante penetra através da membrana celular 
e cora os ácidos nucleicos dos reticulócitos e dos leucócitos. RBCs maduros, reticulócitos e 
WBCs, são diferenciados com base no seu conteúdo de ácidos nucleicos, e são contados 
através dos feixes FSC e SFL. (10) 
 As células nucleadas são divididas em 3 graus, de acordo com a sua fluorescência: 
 LFR - rácio de fluorescência baixo - eritrócitos;  
 MFR - rácio de fluorescência médio - reticulócitos;  
 HFR - rácio de fluorescência alto - leucócitos.  
O somatório da contagem MFR e HFR é apresentado como o rácio de reticulócitos 
imaturos (IRF) (Figura 22 a)). 
A contagem ótica de plaquetas (PLT-O), aqui realizada, permite corrigir a contagem 
quando estão presentes plaquetas gigantes e/ou eritrócitos macrocíticos (Figura 22 b)).  
 
 
 
 
 
 
 
     
  Figura 22: Citograma a) RET; b) PLT-O. 
 
2- Método de deteção RF/DC 
CANAL IMI- IMMATURE MYELOID INFORMATION 
No canal IMI é utilizado o método de impedância para a 
contagem global e diferencial de leucócitos. São medidas, 
simultaneamente, a corrente direta (CD) e a radiofrequência 
(RF). A CD é o pulso elétrico de baixa frequência utilizado na 
deteção do volume celular. A RF é a corrente alternada de 
                                  
a)                 b) 
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alta frequência emitida pela célula e é proporcional complexidade e densidade celular. Pela 
comparação da amplitude do sinal em duas frequências (RF/DC), é possível destingir os 
blastos dos leucócitos com formas menos imaturas, os granulócitos imaturos (mielócitos e 
metamielócitos) e os neutrófilos em banda. (Figura 23). (19)                               
               
3- Método de deteção de Corrente Direta por Focagem Hidrodinâmica 
CANAL RBC/PLT 
No canal RBC/PLT o método de corrente direta por focagem hidrodinâmica permite 
contar e determinar o tamanho dos eritrócitos e das plaquetas. As células sanguíneas 
passam, uma após a outra, pela abertura de impedância em foco hidrodinâmico e geram 
pulsos elétricos de baixas frequências que refletem o volume celular (Figura 24). 
 
  
          
 
 
    Figura 24: Histogramas PLT e RBC. 
 
4-  Dosagem da hemoglobina - Método de SLS-Hemoglobina 
Canal HGB – Metodologia SLS-Hb determinação colorimétrica 
O doseamento da hemoglobina é feito no canal HGB pelo método Lauril Sufato de 
Sódio (SLS). Após aspiração e diluição das amostras, no agente lítico surfactante, a 
hemoglobina é transformada num complexo corado. Durante a reação ocorre hemólise dos 
eritrócitos, alteração da conformação da molécula de globina, oxidação do ferro e formação 
do complexo SLS-Hb. 
O complexo SLS-Hb revela-se, na curva de absorvâncias, com um pico principal a 535 
nm e um adjacente a 560 nm. (21) 
 
4.2.2 HEMOGRAMA: ERITROGRAMA 
Num individuo saudável são produzidos aproximadamente 1012 novos eritrócitos por 
dia, através de um complexo processo de eritropoiese, regulado pela eritropoetina. Inicia-se 
com a transformação da célula mãe pluripotente em células unipotentes (unidades 
formadoras de precursores das linhagens granulocítaria, eritrocitária, monocítaria e 
megacariocítaria (CFUGEMM), unidades formadoras de colonias de eritroblastos (CFUE) e 
fatores estimuladores da proliferação de precursores de eritroblastos (BFUE). O primeiro 
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precursor reconhecido de eritrócito na medula óssea é o proeritroblasto, sofre sucessivas 
divisões celulares originando o eritroblasto que, por sua vez, devido à perda do núcleo, dá 
origem aos reticulócitos. Quando o RNA é totalmente perdido surge o eritrócito maduro. 
Tanto os reticulócitos como os eritrócitos maduros circulam no sangue periférico. (22, 23) 
Os eritrócitos são circulares, com um diâmetro celular médio de 8 µm, e de dimensão 
uniforme, podem, no entanto, ser observadas pequenas variações no tamanho e na forma 
destas células, designadas, respetivamente, por anisocitose e poiquilocitose. (24)  
O eritrograma determina o perfil hematológico da série vermelha no sangue periférico, 
e inclui os parâmetros a seguir referidos:  
 
4.2.2.1ÍNDICES ERITROCITÁRIOS 
 
 RBC - (“Red Blood Cell”) 
 Quantidade total de eritrócitos (n) medida diretamente pelos equipamentos e é 
expressa em: n x 1012 células/L. 
 
 HGB- Concentração de Hemoglobina Medida  
As hemoglobinas são metaloproteínas cuja função é transportar o oxigénio dos 
pulmões para os tecidos e o dióxido de carbono dos tecidos para os pulmões. A 
concentração de hemoglobina medida (HGB) refere-se á hemoglobina total presente no 
sangue e é o “verdadeiro” parâmetro para o diagnóstico de uma anemia. (22) e  (24). 
A hemoglobina é calculada pelo equipamento por espectrofotometria, sendo o 
resultado expresso em g/dL.  
 
 HCT- Hematócrito  
 O hematócrito reflete o volume ocupado pelos eritrócitos numa determinada 
quantidade de sangue. Os aparelhos de hematologia determinam o volume corpuscular 
médio, que juntamente com o número de eritrócitos permite fazer o cálculo do hematócrito 
pela seguinte fórmula: 
  HCT (L/L) =(VCM (fL) x RBC (1012/L)) /103 
 
4.2.2.2 ÍNDICES HEMATIMÉTRICOS 
Além da determinação da HGB, do HCT e do número de RBC é possível avaliar os 
eritrócitos quanto ao VCM, MCH e MCHC. 
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 VCM- Volume Corpuscular Médio  
O volume dos eritrócitos é baseado no parâmetro VCM que corresponde á média dos 
volumes de uma população de eritrócitos e é expresso em fenolitros (fL). (19) 
Este parâmetro permite distinguir os eritrócitos em microcíticos, normocíticos e 
macrocíticos. Pode ser determinado diretamente pelo aparelho automático ou através de cálculo, 
pela fórmula: 
  VCM (fL) = (HCT (L/L) / RBC (1012/L)) x103 
 
 HCM - Hemoglobina Corpuscular Média 
  A hemoglobina corpuscular média, expressa em pg, avalia a quantidade média de 
hemoglobina presente numa população de eritrócitos. Este parâmetro é obtido através da 
fórmula: 
  HCM (pg) = (HGB (g/dL) / RBC (1012/L)) x 10 
 
 MCHC- Média da Concentração de Hemoglobina Corpuscular  
 É uma estimativa da concentração média de hemoglobina presente numa população 
de eritrócitos. É expressa em g/dL e calculada a partir da fórmula:  
MCHC (g/dL) = (HGB (g/dL) / HCT (L/L))  
 O MCHC é um parâmetro que avalia a intensidade da cor dos eritrócitos e, permite 
classificar a anemia em hipocrómica, normocrómica e hipercromica. Por ser uma média, não 
exclui a presença de células hipocrómicas e hipercrómicas na mesma amostra. 
 
 RDW (Red cell Distribution Width)  
 Corresponde á amplitude de distribuição do volume dos eritrócitos e revela 
numericamente a variação do tamanho dos eritrócitos. É expresso em %. 
 
 HDW (Hemoglobin Distribuition Width)  
É a variação da distribuição de hemoglobina para cada glóbulo vermelho, e equivale ao 
índice de anisocromia dos eritrócitos. É um índice obtido empiricamente pela análise 
morfológica dos eritrócitos no esfregaço sanguíneo, ou calculado com base no desvio padrão 
da frequência das concentrações de hemoglobina dos eritrócitos, sendo neste caso, 
quantificado em g/dL.  
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4.2.2.3 RETICULÓCITOS 
A contagem de reticulócitos é um exame simples e direto que avalia a taxa efetiva da 
produção de eritrócitos. O número de reticulócitos no sangue periférico reflete a atividade 
eritropoiética medular se existir uma libertação normal de reticulócitos na medula, e estes 
permanecerem em circulação por um período de tempo normal. Este é um exame de 
primeira linha, que a par das constantes globulares e do estudo morfológico dos eritrócitos, 
permite fazer um estudo da anemia e da sua provável etiologia, ainda permite distinguir se 
estamos na presença de uma anemia regenerativa ou não regenerativa. (19)  
A quantidade de reticulócitos é calculada diretamente pelo equipamento e o resultado 
é expresso em percentagem: número de reticulócitos por 100 eritrócitos. 
 
4.2.3 HEMOGRAMA: PLAQUETAS 
 As plaquetas são produzidas na medula óssea por fragmentação do citoplasma dos 
megacariócitos. O megacariócito amadurece por replicação nuclear aumentando o volume 
de citoplasma e o número de lóbulos nucleares. Quando o citoplasma se torna granuloso as 
plaquetas são libertadas. (22) 
  As plaquetas são células pequenas que carecem de material nuclear, apresentando 
uma forma bastante variável. Ao microscópio ótico, observa-se uma coloração de fundo, 
sobre a qual se reconhecem pequenas granulações. (25)  
A contagem de plaquetas permite avaliar globalmente o mecanismo da hemostase 
primária, uma vez que a sua principal função consiste na formação do rolhão plaquetar em 
resposta a danos nos vasos sanguíneos. A diminuição do número de plaquetas abaixo do 
valor de referência é denominada de trombocitopenia e o seu aumento designado de 
trombocitose. 
  Por vezes são detetadas falsas trombocitopenias em pacientes cujo organismo 
contém aglutininas dependentes de EDTA e/ou Citrato. O clínico é informado desse 
“síndrome de aglutinação” e a contagem das plaquetas, sempre que possível, passa a ser 
realizada imediatamente a após a colheita efetuada junto ao aparelho.  
 
4.2.4 HEMOGRAMA: LEUCOGRAMA 
Para fins práticos, os leucócitos são divididos em dois grandes grupos: 
 Polimorfonucleares - neutrófilos, eosinófilos e basófilos, com núcleo único, 
mas de aspeto múltiplo devido á lobulação da cromatina; 
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 Mononucleares - monócitos e linfócitos com núcleo único de aspeto uniforme. 
Os leucócitos também podem ser separados em granulócitos ou agranulócitos. Sob os 
aspetos biológico e funcional, ambas as classificações são arbitrárias. (19) 
O leucograma define o perfil hematológico da série branca no sangue periférico, e é 
constituído pela contagem global e diferencial de leucócitos. A avaliação do leucograma 
reveste-se de grande importância clínica, uma vez que alterações no número e na proporção 
dos diferentes subtipos celulares ou nas suas estruturas morfológicas, são indicadores 
valiosos de alterações patológicas no organismo. (19) 
 
4.2.5 INTERPRETAÇÃO DO HISTOGRAMA 
Os valores dos parâmetros que constituem o hemograma são uteis na avaliação e 
acompanhamento de alterações eritrocitárias, leucocitárias e plaquetárias.  
É importante definir e conhecer os valores de referência dos diferentes parâmetros 
analíticos de forma a interpretar as alterações celulares do sangue e classificar uma eventual 
patologia. Deve ter-se em conta fatores como idade, sexo, etnia, altitude do local de 
residência, e outros, que determinam diferenças significativas nos valores de referência 
(Tabela IX). Na presença de valores críticos devem ser tomadas medidas para preservar a 
saúde doente. 
        Tabela IX: Valores de referência do hemograma para adultos. (26)  
  
 
Parâmetro/4Unidades Sexo Valores de referência 
RBC (x1012/L) 
M 
H 
3,85 -  5,20 
 4,31 -  6,40 
HGB (g/dL) 
M 
H 
11,5 - 16,0 
13,6 - 18,0 
HTC (L/L) 
M 
H 
0,35 – 0,46 
0,40 – 0,52 
MCV (fL) M/H   80 - 97,0 
MCH (pg) M/H 26,0 - 34,0 
MCHC (g/dL) M/H 32,0 - 36,0 
RDW (%) M/H 11,5 - 15,0 
PLT (x109/L) M/H 140 - 440 
MPV (f/L) M/H 6,5 - 12,4 
WBC (x109/L) M/H 4,0 - 10,0 
NEU (x109/L) M/H 1,5 -  8,0 
LYN (x109/L) M/H 0,8 -  4,0 
MONO (x109/L) M/H 0,0 -  1,2 
EOS (x109/L) M/H 0,0 -  0,3 
BASO (x109/L) M/H 0,0 -  0,3 
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No Labeto, o hemograma de cada utente é analisado tendo em conta o sexo, idade, 
condição fisiológica, informação disponível em termos de historial clínico e medicamentoso e 
dos resultados de outras análises relevantes como, por exemplo, a Ferritina, Transferrina, 
Transaminases, dependendo dos valores do hemograma. Nos casos em que ocorrem 
alterações significativas nos parâmetros do hemograma e/ou se verificam alertas no 
histograma que evidenciam possíveis alterações morfológicas é observado o esfregaço do 
sangue periférico. 
 
4.2.6 ESFREGAÇO DO SANGUE PERIFÉRICO 
 Como foi referido, a observação do esfregaço do sangue periférico (ESP) permite a 
confirmação dos resultados obtidos. No entanto, quando é solicitado pelo clínico o estudo 
morfológico das células sanguíneas ou pesquisa de hemoparasitas, também se procede a esta 
observação. 
 Sendo o ESP realizado a partir de uma amostra de sangue total, o processo de 
preparação pode provocar nas células trauma mecânico e a presença de alguns artefactos 
que podem ser minimizados com uma boa aplicação da técnica (Figura 25). 
 
Figura 25: Modo correto de efetuar um esfregaço do sangue periférico. 
 
A zona da lâmina ideal para fazer o estudo morfológico das células sanguíneas deve ter 
o esfregaço de sangue suficientemente fino, para que apenas alguns eritrócitos estejam 
juntos. (Figura 26). 
 
Figura 26: Secção do esfregaço para correta observação. 
        
No Labeto, a coloração dos esfregaços de hematologia é feita pela técnica Hemacolor 
(reagentes da MercK). É uma coloração baseada na coloração de Pappenheim (combinação 
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do método de coloração de May-Gruenwald e Giemsa). Os núcleos das células ficam 
corados com as cores básicas (da tiazina) e os elementos citoplasmáticos com as cores 
ácidas (da eosina). (27)  
Este método permite diferenciar células hematopoiéticas pelas suas diferentes 
características bioquímicas e morfológicas. 
 
4.2.7 MORFOLOGIA DO SANGUE PERIFÉRICO 
 O estudo da Morfologia do Sangue Periférico (MSP) baseia-se na observação do 
esfregaço tendo em atenção as três linhagens: 
 Eritrocitária – verificar a forma como estão distribuídos, o seu estado de 
maturação, as alterações de tamanho, cor, forma e a presença de inclusões;  
 Leucocitária – presença de alterações morfológicas, numéricas e o estado de 
maturação dos leucócitos; 
 Plaquetária- observar se existe agregação e alterações numéricas ou morfológicas. 
 
4.2.8 ALGUMAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS À LINHAGEM ERITROIDE 
A patologia mais frequente relacionada com os eritrócitos é a anemia. A anemia é 
definida como a redução da concentração de hemoglobina no sangue tendo em conta a 
idade, sexo, etnia e altitude. A classificação das anemias é feita sob dois critérios:  
 Origem e mecanismo fisiopatológico da anemia;  
  Tamanho e a hemoglobinização dos eritrócitos. (19, 22)  
Em termos laboratoriais, a classificação da anemia é feita a partir do valor do VCM e 
MCH. As anemias são assim classificadas em microcíticas, normocíticas ou macrocíticas, 
hipocrómicas e normocrómicas (Tabela X).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hematologia                                                                                                    Relatório de Estágio 
 
49 
 
Tabela X: Classificação genérica das anemias em três grupos. (22) 
Microcítica,Hipocrómica Normocítica, Normocrómica Macrocítica 
MCV <80 fL 
MCH<26 pg 
MCV 80-97 fL 
MCH>= 26 pg 
MCV> 97 Fl 
Deficiência de ferro 
Talassemia 
Anemia das doenças 
crónicas (alguns casos)  
Anemia por intoxicação  
por chumbo 
Anemia sideroblástica 
(alguns casos) 
Hemorragia aguda 
Anemia das doenças crónicas 
Anemias hemolíticas 
Nefropatia 
Deficiências mistas 
Insuficiência da medula óssea  
 
Anemia Megaloblástica: 
 Défice de vitamina B12 e de 
folato 
Anomalias no metabolismo da 
Vit. B12 ou Folato  
Defeitos na síntese do DNA 
Anemia não Megaloblástica:  
Consumo de álcool 
Hepatopatia  
Mielodisplasia  
Anemia Aplástica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caso clínico de possível Anemia Ferropénica____      ________________________  _ 
Mulher de 40 anos fez análises e refere sentir-se muito cansada. As análises prescritas 
pelo clinico foram o Hemograma, Ferro e Ferritina. O resultado da análise ao ferro foi de 25 
µg/dL (intervalo normal: 50 - 170 µg/dL) e da ferritina de 6 µg/dL (intervalo normal: 8 - 252 
µg/dL). Ambos os valores são inferiores ao limite, característico da anemia ferropénica. Os 
valores do eritrograma podem ser consultados na Figura 27. 
 
 
Figura 27: Histograma do eritrograma de um individuo com anemia ferropénica. 
 
Ao analisar o eritrograma verifica-se a existência de uma eritropoiese descompensada. 
O número de eritrócitos é normal com um valor de HGB e HCT baixos. O provável 
aumento do número de mitoses dos eritroblastos medulares, em função da menor saturação 
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Figura 28: ESP de uma amostra de anemia ferropénica. 
 
de hemoglobina nos percursores eritroides, leva à formação de um número 
proporcionalmente alto de eritrócitos, no entanto, pequenos - microcitose. A diminuição 
relativa do número de eritrócitos não é tão grande como a diminuição da síntese de 
hemoglobina, o que gera hipocromia. O RDW está elevado, o que justifica a existência de 
uma anisocitose, que é uma característica das anemias ferropénicas. 
Na tecnologia ADVIA, a forma de triângulo retângulo no cromatograma RBC/HC, 
assim como o quociente da microcitose (%) pela hipocromia (%) <1 (neste caso é de 0,71), 
são indicativos da presença de anemia ferropénica na amostra analisada. 
 O número de plaquetas está próximo do limite superior. A trombocitose é habitual 
na anemia por deficiência de ferro.  
Na morfologia do sangue periférico observaram-se eritrócitos microcíticos, 
hipocrómicos, policromatófilos, células em alvo, ovalócitos e eliptócitos (Figura 28). 
 
 
 
 
 
Pelos resultados das análises efetuadas, pode pressupor-se que a doente tem uma 
anemia devido a deficiência de ferro. 
 
4.2.9 ALGUMAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS À LINHAGEM LINFOIDE E MIELOIDE 
O estudo da série branca permite evidenciar estados infeciosos e leucémicos que, com 
os dados do exame clínico, auxiliam o médico tanto no diagnóstico como na orientação 
terapêutica. Para interpretar alterações nos valores e nas proporções entre os diferentes 
tipos de leucócitos, deve relacionar-se a função específica de cada tipo de célula com as 
prováveis causas do seu aumento ou diminuição. Quando a concentração absoluta de cada 
tipo de leucócito está aumentada, a terminologia usada é citose ou filia, e quando está 
diminuída é penia. Na Tabela XI, são enumeradas algumas das causas que podem conduzir a 
alterações de cada uma das linhas celulares. 
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Tabela XI: Alguns exemplos das causas de alterações quantitativas mais comuns associadas à série branca. 
(19) 
População Alteração Causa e/ ou patologia associada 
 
Neutrófilos 
Neutrofilia  Infeção bacteriana, dano tecidual, doenças metabólicas, 
neoplasia, hemorragia ou hemólise aguda, fármacos, 
doenças mieloproliferativa, tratamento com fatores de 
crescimento mieloide. 
Neutropenia Congénita: Ex.: S. Kostman, neutropenia cíclica.  
Adquirida: induzida por drogas, imunológica, infeção 
viral e bacteriana, infiltração da medula óssea por 
neoplasia hematológica. 
 
Eosinófilos 
 
Eosinofilia Alergia, parasitas, reação a fármacos, recuperação de 
infeção aguda, doenças de pele, Linfoma Hodgkin e 
outros tumores malignos, Poliartrite Nodosa, tumores 
mestastáticos com necrose tumoral. 
Eosinopenia Infeções agudas com neutrofilias acentuadas. 
Basófilos 
Basofilia Infeções (varicela, varíola, sinusite crónica), doença 
endócrina, estados alérgicos, LMC, carcinoma pulmonar. 
Basopenia Infeções agudas com neutrofilias acentuadas, uso de 
corticoides, tratamento com hormonas da tiroide. 
Linfócitos 
Linfocitose Infeções virais (ex.: EBV, CMV, toxoplasmose, sífilis), 
hipersensibilidade a fármacos, doenças endócrinas (ex. 
tirotoxicose), LLC, Leucemia Linfoblástica Aguda.  
Linfopenia Falência medular grave, imunossupressores, Doença de 
Hodgkin, radioterapia, HIV. 
Monócitos 
Monocitose Infeção bacteriana crónica, Infeção por protozoários, 
Neutropenia crónica, Doença de Hodgkin e outros 
tumores malignos, tratamento com fatores de 
crescimento, LMMC. 
Monocitopenia Anemia aplástica, LLC, leucemia das células cabeludas, 
AR, LES, HIV, radioterapia, terapia com corticoides. 
 
Caso clínico de provável Mononucleose                                          
 Homem de 30 anos refere não estar a tomar medicamentos, mas sente mau estar. 
Das análises efetuadas, verificaram-se alterações no hemograma e nas provas de função 
hepática.  
No histograma (Figura 29) observa-se, no leucograma, uma ligeira leucocitose 
(leucócitos 11,41x109/L) com uma linfocitose atípica (linfócitos 8,41x109/L e LUC 1,45x109/L) 
reforçada com a transmissão do alarme ATYPS. No citograma Baso é evidente uma mancha 
mais intensa na zona dos leucócitos mononucleares, enquanto no citograma Perox, verifica-
mos um aumento da intensidade das manchas nas zonas dos linfócitos/basófilos e dos LUCs.  
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Figura 29: Leucograma e citogramas Perox e Baso do analisador Advia 2120. 
 
No ESP observaram-se abundantes mononucleares atípicos (Figura 30). 
 
Figura 30: Esfregaço do sangue periférico com mononucleares atípicos. 
 
Nos resultados das outras análises efetuadas, verificou-se aumento dos valores da AST, 
ALT, GGT, ALP com valores das Bilirrubinas normais (Tabela XII). 
 
   Tabela XII: Resultados de análises da avaliação da função hepática e respetivos valores de referência. 
Análise Resultado Valores de referência 
Aspartato aminotransferase (AST) 135 U/L <37 
Alanina aminotransferase (ALT) 307 U/L <78 
GGT 314 U/L 15-85 
Fosfatase Alcalina (ALP) 355 U/L 40-136 
Bilirrubina Total 0,98 mg/dL <1,00 
Bilirrubina Direta 0,51 mg/dL <0,30 
Bilirrubina Indireta 0,47 mg/dL <0,70 
 
Perante estes resultados, suspeita-se de mononucleose infeciosa pelo vírus Epstein 
Barr (EBV). Para confirmar este diagnóstico foi feito o teste Paul Bunnel que deu Positivo 
+++. 
No resultado do leucograma, foi colocada a seguinte nota: “Leucocitose. Linfocitose. 
Presença de mononucleares atípicos “reativos”, pleomórficos, sugestivos de mononucleose 
infeciosa”. 
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4.2.9.1 LEUCEMIAS AGUDAS E CRÓNICAS 
As Leucemias são um grupo de doenças caraterizadas pelo acumulo de leucócitos 
disfuncionais na medula óssea e no sangue. Classificam-se em leucemias agudas e crónicas, 
que sem dividem em Linfoides e Mieloides em função da linhagem atingida (Tabela XIII). (22) 
 
Tabela XIII: Classificação das leucemias. (22) 
 Agudas Crónicas 
 Leucemia Mieloide Aguda (LMA)      Leucemia Mieloide Crónica (LMC) 
 Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA)     Leucemia Linfocítica Crónica (LLC) 
 
As Leucemias Agudas são, geralmente, doenças agressivas, em que o acumular de 
blastos na medula óssea causa a sua insuficiência. Nas formas Crónicas, predominam as 
células maduras e, regra geral, têm uma evolução mais lenta. (22) 
 
 LEUCEMIAS AGUDAS 
As Leucemias Agudas foram classificadas pelo Grupo de Cientistas Franceses, 
Americanos e Britânicos (FAB) em LMA e LLA (Tabela XIV), recorrendo á morfologia e 
citoquímica dos blastos da medula óssea e posteriormente aos dados imunofenotipicos. É 
uma classificação muito útil na prática clinica e serve de referência a outras classificações. 
(19) 
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Tabela XIV: Classificação de LMA e LLA pela FAB. (19) 
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) 
M0 - LMA minimamente diferenciada 
M1 - LMA sem maturação  
M2 - LMA com maturação 
M2v - LMA com maturação variante 
M3 - Leucemia Promielocítica Aguda hipergranular 
M3v - Leucemia Promielocítica Aguda variante hipogranular 
M4 - Leucemia Mielomonocítica Aguda 
M4v - Leucemia Mielomonocítica Aguda variante eosinofilica 
M5a - Leucemia Monocítica Aguda sem maturação 
M5b- Leucemia Monocítica Aguda com maturação 
M6 - Leucemia Eritroide Aguda 
M7 - Leucemia Megacariocítica Aguda 
Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) 
L1 - com blastos pequenos, uniformes, relação núcleo-citoplasma alta 
L2 - com blastos maiores, heterogéneos, relação núcleo-citoplasma mais baixa 
L3 - com blastos vacuolizados, citoplasma basófilo 
 
 LEUCEMIAS CRÓNICAS 
Leucemias Mieloides Crónicas 
As leucemias mieloides crónicas englobam seis tipos diferentes de leucemias (Tabela 
XV), sendo o tipo mais comum a LMC associada ao cromossoma Filadélfia (Ph). (22) 
 
Tabela XV: Classificação de Leucemias Mieloides Crónicas (LMC). (22)  
Leucemia Mieloide Crónica (LMC) 
Leucemia Mieloide Crónica, Ph positiva 
Leucemia Mieloide Crónica, Ph negativa 
Leucemia Mieloide Crónica juvenil 
Leucemia Neutrofilica Crónica 
Leucemia Eosinifilica 
Leucemia Mielomonocítica Crónica (LMMC) 
 
Leucemias Linfoides Crónicas 
As Leucemias Linfoides Crónicas são incluídas num grupo caracterizado pela 
proliferação de linfócitos com aspeto maduro do tipo B ou T (Tabela XVI). 
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Tabela XVI: Classificação das Leucemias Linfoides Crónicas. (22) 
Leucemia Linfoide Crónica (LLC) 
Células B Célula T 
Leucemia Linfocítica Crónica das células B 
 (LLC-B, LLC) 
Leucemia Linfocítica granular grande 
Leucemia Prolinfocítica Crónica das células B 
(LPL-B) 
Leucemia Prolinfocítica das células T (LPL-T) 
Leucemia das Células Pilosas (LCP)  
Leucemia dos Plasmócitos  
 
Apesar da classificação da FAB ainda ser aceite, tende a ser substituída pela 
classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS), que se baseia em critérios 
citogenéticos e moleculares associados aos dados morfológicos e imunofenotípicos.  
 
Caso clínico de provável Leucemia Linfocítica Crónica               ____      
Homem de 72 anos faz análises com alguma regularidade no laboratório, os 
resultados do leucograma dos últimos quatro anos estão reportados na tabela XVII. 
 
Tabela XVII: Resultados do leucograma de um homem de 72 anos com LLC, entre 2011 e 2014. 
 
Leucograma 
Valores de referência 
2014 2013 2011  
Leucócitos    64,08     12,11     10,28 4,00 - 10,00 x109/L 
Neut. seg.      2,73  3,31 3,67 1,50 - 8,00 x109/L 
Eosinófilos     0,05 0,12 0,12 0,00 - 0,30 x109/L 
Basófilos     1,45 0,06 0,02 0,00 - 0,30 x109/L 
Linfócitos   59,74 8,02 5,75 0,80 - 4,00 x109/L 
Monócitos     0,11 0,60 0,72 0,00 - 1,20 x109/L 
 
Os resultados do leucograma e o histograma referentes ao ano de 2014 estão 
reportados na Figura 31. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31: Leucograma e citogramas Perox, Baso e RBC do analisador Advia 2120. 
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Constatamos a presença de leucocitose (leucócitos 64,08x109/L) com linfocitose 
atípica (linfócitos 52,12x109/L) e LUC 7,62x109/L) e os alarmes HYPO e ATYPS. No 
citograma BASO é evidente uma mancha mais intensa na zona dos leucócitos 
mononucleares, que neste caso reflete o elevado número de linfócitos. No citograma Perox 
evidenciam-se as zonas de linfócitos e basófilos e de linfócitos atípicos, justificadas pelo 
aumento do número de linfócitos e de linfócitos atípicos respetivamente. De referir, no 
citograma de RBC, uma mancha que é a “impressão digital da LLC”. 
No ESP observamos pequenos linfócitos com morfologia madura, linfócitos clivados, 
raros prolinfócitos e muitas sombras nucleares (manchas de Grumpecht). De referir a 
presença de eritroblastos e algumas alterações da série vermelha (Figura 32). 
 
 
 
 
 
     Figura 32: ESP de uma Leucemia Linfocítica Crónica. 
 
4.2.10 OUTRAS PATOLOGIAS 
 
Sindromes Mielodisplásicos 
É um grupo de doenças neoplásicas adquiridas das células-tronco hematopoéticas. 
São caracterizadas pela insuficiência progressiva da medula óssea com anomalias quantitativas 
e qualitativas das células no sangue periférico. Há uma proliferação e apoptose simultâneas 
de células hematopoéticas, que provocam o paradoxo de uma medula hipercelular com 
pancitopenia no sangue periférico. Há uma tendência para a progressão de LMA, embora a 
morte ocorra com frequência antes que ela se desenvolva. 
Na maioria dos casos, a doença é primária mas também pode ser secundária a 
quimioterapia e/ou radioterapia utilizadas no tratamento de outra doença maligna. 
A patogénese ainda não está esclarecida mas pode ter início com o dano genético de 
uma célula progenitora hematopoética multipotente. 
Alguns exemplos de síndromes Mielodisplásicos são a Anemia e a Trombocitopenia 
Refratária. 
 
Linfomas 
Linfomas são um grupo de doenças causadas por linfócitos malignos que se acumulam 
nos nódulos linfáticos e originam um quadro clínico característico de linfonodopatias. Podem 
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invadir o sangue periférico e originar uma falsa leucemia ou infiltrar órgãos fora do tecido 
linfoide. 
 
4. 3 VELOCIDADE DE SEDIMENTAÇÃO GLOBULAR 
A Velocidade de Sedimentação (VS), embora seja considerado um teste genérico e 
inespecífico, é utilizada por rotina na avaliação clinica de doenças associadas ao aumento de 
proteínas de fase aguda. O valor da VS depende principalmente, da concentração plasmática 
de proteínas como o fibrinogénio e as imunoglobulinas. Estas provocam alterações da carga 
da superfície dos eritrócitos o que favorece a sua agregação e a formação de rouleaux. O 
valor da VS pode aumentar em doenças inflamatórias sistémicas, infeções bacterianas, 
neoplasias, necrose tecidular e anemias. Aumentos fisiológicos ocorrem na gravidez e com o 
envelhecimento do organismo. (28, 22, 14) 
O método de referência proposto pelo Internacional Comitee for Standardization in 
Hematology (ICSH), para medir a VS, é baseado na técnica descrita por Westergren em 1920. 
(29) 
A metodologia, proposta por Westergren, consiste em colocar o sangue venoso 
anticoagulado com citrato de sódio a 3,8% (relação 4:1), num tubo de vidro graduado com 
200 mm de comprimento e 2,5mm de diâmetro interno. O tubo é preenchido até a marca 
zero e deixado na vertical durante uma hora. A VS, expressa em mm/h, corresponde á 
distância entre o menisco, formado pelo plasma, e o topo da coluna de eritrócitos. Para 
tornar o teste mais reprodutível, foi proposto um método automatizado, que usa como 
anticoagulante o K3EDTA. (28) 
 Por rotina, no laboratório, é utilizado o aparelho TEST 1 THL para determinar o valor 
da VS. No entanto, sempre que necessário recorre-se ao método de referência de 
Westergren. 
O TEST 1 é um analisador automático, composto por um microfotómetro capilar, 
usado na determinação da velocidade de sedimentação dos eritrócitos. Baseia-se no 
princípio da fotometria de fluxo capilar.  
Após agitação, 175µl de amostra de sangue total, são transferidos automaticamente 
para um capilar a 37°C e centrifugados a 20g. O dispositivo faz leituras com feixes 
infravermelhos, com comprimento de onda de 950 nm, que atravessam o capilar. O detetor 
de fotodíodo deteta e regista, por um período de tempo fixo, os impulsos elétricos do feixe 
de infravermelhos, que estão diretamente correlacionados com a concentração de 
eritrócitos presentes no capilar. A partir do sinal registado é construída uma curva de 
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sedimentação para cada amostra e, através do modelo de regressão linear, o sinal é 
transformado num valor comparável com os valores de Westegren. (29)  
Quando o valor do Ht é <0,20 L/L, o equipamento apresenta o resultado “ * ”, que 
indica grande probabilidade de erro no valor determinado para a VS. Este resultado é devido 
ao baixo número de eritrócitos na amostra, é então necessário determinar o valor da VS 
pelo método de referência. (29). 
 
4.3.1 ÍNDICE DE KATZ  
O Índice Katz (IK) resulta da determinação da VS, ao fim de uma e duas horas, pelo 
método de Westergren. O cálculo do IK é feito através da fórmula: 
IK = (valor 1ªhora + metade do valor 2ªhora) /2 
 
4.4 GRUPO SANGUÍNEO – SISTEMA ABO E RHESUS 
As proteínas de superfície dos eritrócitos funcionam como Ags que se agrupam em 
sistemas utilizados na classificação dos grupos sanguíneos. Os sistemas ABO e Rhesus (Rh) 
são considerados os mais importantes. A sua determinação tem interesse no estudo de 
histocompatibilidade aplicado às transfusões, transplantes e gravidez. (25) 
O sistema ABO contempla três genes alelos: A, B e O. A sua classificação consiste na 
determinação dos Ags A e B nos eritrócitos, que correspondem a Acs naturais (aglutininas 
naturais). Os Ags A e B podem aparecer isolados ou juntos e definem os tipos de sangue: 
tipo A (antigénio A), tipo B (antigénio B), tipo AB (antigénio A+B) e tipo O (ausência de 
antigénio A e B). (25) 
O grupo sanguíneo Rh é composto por dois genes, RhD e RhCE, que codificam 
proteínas de membrana com os Ags D, C e E. O Ag D é o que possui maior importância na 
patologia clínica. O gene RhD pode estar presente ou ausente, o que origina os fenótipos Rh 
D+ e Rh D-, respetivamente. (22) 
A técnica utilizada para a determinação do grupo ABO/D combina os princípios de 
aglutinação e filtração em microtubos de gel impregnados com o reagente específico do Ag 
eritrocitário a determinar. Para cada amostra são utilizados três microtubos: ABO1 (A), 
ABO2 (B) e RH1 (D). Uma suspensão de glóbulos vermelhos é depositada no poço de cada 
microtubo e imediatamente centrifugada. Os glóbulos vermelhos não aglutinados 
concentram-se no fundo do microtubo, enquanto os aglutinados são retidos na coluna de 
gel. A sua posição no gel determina a intensidade da reação (Figura 33). (30)    
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Figura 33: Card ScanGel Monoclonal A-B-D. 
 
Os perfis dos resultados em cada microtubo e a 
respetiva interpretação estão apresentados na 
Tabela (XVIII). 
Uma reação positiva de fraca intensidade 
num microtubo pode indicar a presença de um 
Ag fraco ou uma reação não específica, neste 
caso devem ser efetuadas análises 
complementares. (30) 
 
 Tabela XVIII: Interpretação dos microtubos ABO1 (A), ABO2 (B) e RH1 (D). 
Grupo Sanguíneo 
(Sistema ABO/Rh) 
Anti-ABO1 (A) Anti-ABO2 (B) Anti-RH1 (D) 
   A Positivo Negativo - 
B Negativo Positivo - 
      AB  Positivo Positivo - 
  O Negativo Negativo - 
Rh Negativo - - Negativo 
Rh Positivo  -  - Positivo 
 
4.5 HEMOGLOBINA GLICADA E ESTUDO DE HEMOGLOBINOPATIAS 
O doseamento da Hemoglobina Glicada (HbA1c) é incluído nesta parte do relatório, 
uma vez que este teste é realizado na secção de Hematologia. A quantificação da HbA1c e o 
doseamento das hemoglobinas é feito pelo método de cromatografia líquida de alta precisão 
por troca catiónica (HPLC), nos equipamentos HA-8180 e HA-8160.  
Este tipo de cromatografia usa uma coluna composta por uma resina de troca catiónica 
em fase inversa. As frações de hemoglobina e as suas variantes são separadas, no gel da 
coluna, devido às interações eletrostáticas e ao gradiente de eluição. São feitas leituras bi-
cromáticas a 415 e a 500 nm das frações de hemoglobina separadas. Nestes comprimentos 
de onda obtêm-se nos equipamentos: 
 HA-8160 as frações HbA1c, HbA1, HbF, HbA2 e as principais variantes de 
hemoglobinas;  
 HA-8180 as frações HbA1c, HbF e variantes. (31) 
 
4.5.1 HEMOGLOBINA GLICADA (HBA1C) 
A Hemoglobina Glicada resulta de uma reação não enzimática, lenta e irreversível, 
entre a glicose que circula no sangue e o resíduo valina da região N-terminal de ambas as 
O   A 
Rh(D) Negativo Rh(D) Positivo 
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cadeias β  da HbA. Formar-se, assim, uma base de Schiff instável, que se dissocia ou sofre o 
rearranjo de Amadori e forma uma cetoamina estável: a HbA1c. (32) 
A glicação da hemoglobina varia em função da concentração de glicose a que os 
eritrócitos são expostos, e é integrada nas células, ao longo do seu tempo de vida. (33) 
A HbA1c é um indicador de grande utilidade clinica, permite a avaliar o grau de 
glicémia nas últimas 8 a 12 semanas, e é por isso utilizado, por rotina, no controlo da 
glicémia em todas as pessoas com diabetes mellitus. Deve ser tido em conta que o seu valor 
pode estar alterado por outros fatores além da hiperglicemia (hemoglobinopatias ou 
situações de elevado turnover eritrocitário). A HbA1c é ainda uma medida do risco para o 
desenvolvimento de complicações da diabetes. (32, 33). 
Os resultados podem ser apresentados nas unidades mmol/mol, indicação dada pela 
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) and 
Laboratory Medicine, bem como em percentagem, segundo 
National Glycohemoglobin Standardization Program e Diabetes 
Control and Complications (NGSP/DCCT). O valor da glicemia 
média estimada, obtida por cálculo a partir do valor da HbA1c 
em percentagem, também deve ser fornecido ao clinico. (33) 
Como exemplo, é fornecido um cromatograma do 
analisador HA-8160 com valor de HbA1c de 6,1% (Figura 34). 
Na tabela XIX estão apresentados, a título de exemplo, os 
valores de HbA1c e da glicemia média estimada nas diferentes 
unidades.                            Figura 34: Cromatograma do HA-8160 
 
Tabela XIX: Várias unidades para HbA1c e glicemias. 
 
Quando no doseamento da HbA1c é detetada uma percentagem de HbF e/ou HbA2 
fora dos limites normais ou a presença de variante(s) de hemoglobina, esta informação é 
mencionada no boletim de resultados. 
 
4.5.2 ESTUDO DE HEMOGLOBINOPATIAS 
A Hemoglobina é uma proteína composta por quatro grupos “heme” e uma molécula 
de “globina”, proteína tetramérica constituída por quatro cadeias polipeptídicas que podem 
HbA1c Glicemia Média Estimada (GME) 
NGSP/DCCT IFCC Sistema Convencional Sistema Internacional (SI) 
6,1% 43 mmol/mol 128 mg/dL 7,1 mmol/L 
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ser alfa (α), beta (β), gama (γ) ou delta (∂). Os grupos “heme” são complexos não proteicos 
ferro-porfirina e cada um está ligado a uma cadeia polipeptídica. (25) 
A hemoglobina no adulto não é um composto único e uniforme, existem, pelo menos, 
três tipos de hemoglobinas fisiológicas: hemoglobina A (α2 β2), hemoglobina A2 (α2 ∂2) e a 
hemoglobina F (α2 γ2), cujos valores normais são aproximadamente de 97%, 2,5% e <1% 
para cada uma delas. No feto a hemoglobina dominante é a Hb F, representa cerca de 60 a 
90% da Hb total ao nascimento e diminui gradualmente ao longo do primeiro ano de vida. 
(25)  
As hemoglobinopatias constituem o grupo de patologias genéticas mais comuns na 
população humana. São anomalias hereditárias da hemoglobina, que se transmitem de um 
modo autossómico recessivo. O portador (individuo heterozigótico) é, geralmente, 
clinicamente assintomático e apresenta alterações hematológicas suaves ou moderadas. O 
doente (individuo homozigótico) apresenta manifestações clinicas graves. (25) 
Estas anomalias são quantitativas quando há ausência ou diminuição da síntese de uma 
ou mais cadeias globínicas originado β-Talassémia, α-Talassémia e persistência hereditária da 
Hb F. As anomalias qualitativas resultam da alteração da estrutura de uma cadeia globínica, a 
maioria afeta as cadeias α- ou β- globinas e temos, por exemplo, a Hb S (drepanocitose), Hb 
C, Hb D, Hb E entre outras. (15) 
O estudo de um portador de hemoglobinopatia deverá ser feito tendo em conta a 
história clínica, familiar, valores do Hemograma e o resultado da Eletroforese da 
Hemoglobina com o doseamento das diferentes frações. Estudos moleculares são justificados 
para aconselhamento genético no diagnóstico pré-natal, quando ambos os elementos do 
casal são hipocrómicos e microcíticos ou se um deles for portador de uma 
hemoglobinopatia. (34) 
 
 Β-TALASSEMIA - HEMOGLOBINOPATIA DO TIPO QUANTITATIVO 
A β-Talassemia tem uma prevalência elevada nas populações mediterrânicas. Em 
Portugal a sua uma distribuição é heterogénea, o centro e sul do país são as zonas de maior 
prevalência desta patologia.  
Para a síntese das cadeias globínicas β há um gene localizado em cada cromossoma 
(β/β). Estes genes podem ter mutações que impossibilitam a síntese de cadeias (mutaçãoβ 0) 
ou apenas reduzem a quantidade de cadeias sintetizadas (mutação β+). (34) 
A β-Talassemia pode ser classificada em minor, intermédia ou major, de acordo os 
parâmetros descritos na Tabela XX. 
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A quantificação de Hemoglobina A2 é utilizada para excluir ou não a presença de β-
Talassemia e o seu aumento é um indicador característico de β-Talassemia quando há 
microcitose.  
 
Tabela XX: Tabela classificativa de ß-Talssemias. (35) 
Classificação da -Talassemia 
-Talassemia Minor 
Heterozigotia, anemia ligeira, hipocrómica 
(MHC<27pg) e microcítica (MCV<80fL) e Hb A2 
elevada (>3,5%) e Hb F normal. 
-Talassemia Intermédia 
Homozigotia ou heterozigotia composta (+/ 
+), anemia moderada (Hb 7-9 g/d/L), 
hipocrómica e microcítica, RDW elevado, 
HbA2>3,5% e HbF 10-60% 
-Talassemia Major 
Ausência de síntese de cadeias (0/ 0), anemia 
severa, dependente de transfusões desde o 1º 
ano de vida,  
Não há HbA e HbF elevada. 
 
Caso clínico de β-Talassemia    _______________________   
Criança de doze anos faz análises para um pré operatório. O hemograma apresenta 
uma anemia microcítica (MCV= 65,4 fL), hipocrómica (HGB= 9,9 g/dL e CHCM=31,0 g/dL) e 
uma anisocitose (RDW=16%), como se pode ver na Figura 35. 
  
   Figura 35: Histograma do eritrograma do hemograma de uma criança de 12 anos. 
 
No ESP observa-se: microcitose; anisopoiquilocitose com células em alvo, ovalócitos, 
eliptócitos, acantócitos, células em lágrima; anisocromia e hipocromia; eritrócitos 
policromatófilos e com pontuações basófilas (Figura 36). 
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Figura 37: Cromatograma eletroforese da 
hemoglobina.  
  
 
       
 
 
 
Perante estes resultados o médico solicita a Eletroforese da Hemoglobina, o 
doseamento do Ferro, Ferritina e Capacidade de Fixação do Ferro, resultados na Tabela 
XXI. 
 
Tabela XXI: Resultados das análises da cinética do ferro, da eletroforese da hemoglobina e respetivos valores 
de referência. 
Análise Resultado Valores de referência 
Ferro Sérico 109 µg/dL 10 a 14 Anos: 28 - 134 
Capacidade de Fixação do Ferro 316 µg/dL 250 - 450 
Ferritina 59 µg/L 4 Meses a 16 Anos: 20 - 200 
Transferrina 227 mg/d/L 12 a 15 Anos: 190 - 320 
Hemoglobina A 93,1 % 96,0 - 99,0 % 
Hemoglobina Fetal 1,4 % Adultos <1,0 % 
Hemoglobina A2 5,6 % 2,4 – 3,5 % 
 
Os resultados obtidos referentes à cinética 
do ferro estão dentro dos valores normais, o que 
remete para um traço talassemico (α ou β). 
Na Eletroforese da Hemoglobina, pelo 
método HPLC de troca iónica, foi detetado um 
aumento da Hb F e da Hb A2, (Figura 37). 
 
 
 
Os resultados laboratoriais são compatíveis com o fenótipo de portador de β- 
Talassémia, apresentam um quadro clínico com as características: 
 Anemia moderada: hipocrómica e microcitose acentuada; 
 RDW normal ou ligeiramente aumentado; 
 Presença de anisopoiquilocitose e de ponteado basófilo, comum em indivíduos 
de origem mediterrânea; 
         
  Figura 36: ESP de uma amostra com talassemia. 
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 Hb A2 e Hb F aumentadas; 
 Citograma RBC/ V/HC, do Advia, com a forma de “vírgula”, característico de 
Talassemia;  
 O quociente entre o valor da microcitose (%) e da hipocromia (%) é de 2,2 
>1, resultado  sugestivo de uma Talassemia.  
Com o objetivo de detetar outros portadores de β-Talassémia na família, seria de 
todo interesse realizar um rastreio hematológico, iniciado com os familiares que tem um 
risco de 50% de serem portadores. De referir que, este paciente deverá propor ao seu 
cônjuge a realização do rastreio de hemoglobinopatias, quando pretender ter descendência. 
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CAPITULO 5: CONTROLO QUALIDADE  
Para se alcançar a qualidade nos laboratórios clínicos, requerem-se a utilização de 
várias ferramentas: os manuais de procedimentos, programas de manutenção e calibração de 
equipamentos, formação e participação em programas de avaliação do controlo de qualidade 
(QC) interno e externo.  
O Labeto procura oferecer um nível de qualidade superior, preocupa-se em melhorar 
continuamente dentro da sua área de atuação, garantindo um elevado grau de confiança e 
fiabilidade dos resultados reportados.  
A qualidade dos resultados é assegurada através da participação em programas de 
avaliação internos e externos que são abrangentes, exigentes e regulares. Estes programas 
permitem, corrigir erros, perceber o bom ou mau funcionamento dos equipamentos e 
constituem uma valiosa ajuda na escolha de reagentes, metodologias e equipamentos, para 
cada parâmetro. 
Segue-se a descrição dos programas de avaliação da qualidade, em que o setor da 
Hematologia participa, bem como a periocidade com que se realizam, (Tabela XXII). 
 
Tabela XXII: Programa de avaliação da qualidade no setor da Hematologia. 
Hematologia 
QC Interno Aparelho Testes Periocidade 
 
е-Check XE 
 
Sysmex 5000 
Hemograma, Plaquetas, 
Reticulócitos 
 
Diária 
Test Point Advia 
2120 
Advia 2120 Hemograma, 
Plaquetas 
Diária 
Latex Control-Alifax Test 1 VS Diária 
Glyco HbA1c 
Control 
HA-8160/ HA-8180 HbA1c Diária 
Eurocontrol- 
HbA2/Hb var. 
HA-8160 Hemoglobina F,  A2 e variantes Semanal 
QC Externo Aparelho Testes Periocidade 
INSA Sysmex 5000/ Advia 
2120 
Contagem celular do Sangue 
Total 
Trimestral 
INSA Manual Morfologia do Sangue Total Três vezes por ano 
UK NEQAS Manual Lâminas de esfregaço sangue 
total 
Oito vezes por ano 
UK NEQAS Manual Parasitas no sangue Trimestral 
UK NEQAS Manual Contagem manual diferencial 
dos Leucócitos. 
Trimestral 
AEFA HA-8160/ HA-8180 Glicohemoglobina Trimestral 
INSA HA-8160 Hemoglobinopatias Semestral 
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No setor da Autoimunidade, é efetuado um controlo interno de cada parâmetro 
sempre que é executada uma técnica manual ou automatizada. Quando é processado um 
teste, um controlo negativo e um positivo são testados, em simultâneo, com as amostras a 
analisar. 
No Labeto, a qualidade das análises de autoimunidade é controlada externamente pela 
participação periódica nos programas de avaliação externa da qualidade da Euroimmun e da 
Medical & Biological Labs. (MBL), (Tabela XXIII). 
 
Tabela XXIII: Programa de avaliação da qualidade no setor da Autoimunidade. 
Autoimunidade 
QC Externo Aparelho Testes Periocidade 
Euroimmun Manual ANA Semestral 
Euroimmun Manual ANCA Semestral 
Euroimmun Manual 
Endomísio e Gliadina 
IgG 
Semestral 
Euroimmun Analyser I-2P 
Transglutaminases e 
Gliadina IgA 
Semestral 
Euroimmun Analyser I-2P ACA Semestral 
Euroimmun Analyser  I-2P ds-DNA Semestral 
Euroimmun Analyser I-2P ENA Semestral 
Euroimmun Analyser I-2P CCP Semestral 
MBL Analyser I-2P CCP Semestral 
MBL Manual ANA Semestral 
MBL Manual AMA/ASMA Anual 
MBL Analyser I-2P ds-DNA Semestral 
MBL Analyser I-2P ENA Semestral 
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CAPITULO 6:CONCLUSÃO 
Este relatório é o culminar de um trabalho tão exigente quanto fascinante, 
desenvolvido ao longo do Mestrado em Análises Clínicas.  
A concretização deste estágio permitiu-me sedimentar conceitos teóricos adquiridos 
ao longo da formação curricular, melhorar a compreensão dos procedimentos nas diferentes 
áreas laboratoriais e compreender as técnicas subjacentes aos ensaios aplicados em 
laboratório e nos diversos aparelhos utilizados.  
Considero-me privilegiada pelos novos conhecimentos que consolidei, pela visão mais 
crítica e analítica que este mestrado despertou em mim e, acima de tudo, por revitalizar a 
certeza de que os meus conhecimentos serão uma vantagem qualitativa na ajuda aos utentes 
e, consequentemente, numa prestação pessoal mais responsável e profissional, ao nível dos 
cuidados de saúde.  
Reforço com este trabalho, e particularmente com as pesquisas realizadas, a certeza 
de que me enriqueci como pessoa e como profissional, que as análises clinicas me fazem 
sentir útil e realizada pelo meu trabalho, ao nível humano e enquanto veículo de ajuda ao 
próximo.  
 
 
 
 
 
 
“O melhor meio de conservar a saúde não está unicamente na cura dos males 
presentes, mas também em nos sabermos precaver contra os males futuros” 
Adão Myszak
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 Descrição de alguns padrões de fluorescência dos autoanticorpos contra os 
componentes do núcleo e do citoplasma e respetivas associações clínicas. 
(adaptado: Euroimmun Flayer- Strategy for Determination of Autoantibodies against Cell 
Nuclei (ANA) and cytoplasm Components (4)). 
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   Legenda: 
 
 
 
 
 
 
  
